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RESUMO

CUBA, R. M. F. (2005) Avaliagio do potencial de uso do metano como doador de
elétrons para a desnitrificagio em reator anoxico horizontal de leito fixo. Dissertagéo

(Mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Séo

Carlos, 2005

A presente dissertagéio apresenta e discute os resultados do trabalho experimental cujo
objetivo foi avaliar a remogéo de nitrogénio na forma de nitrato (N-NO5’) pelo processo
de desnitrificagio biolégica em Reator Andxico Horizontal de Leito Fixo (RAHLF)
contendo matrizes de espuma de poliuretano, em escala de laboratorio, utilizando gas
metano como fonte de carbono e tinico doador de elétrons adicionado ao sistema. Para
concentragdes iniciais de N-NOs™ de 20 mg./ "¢ 40 mg.I"! no substrato sintético, foi
possivel obter diminuigdo das concentragdes iniciais em 85% e 50%. No entanto, os
altos niveis de redugiio de N-NOj’, obtidos sob condig¢des limitantes de metano, deram
suporte 4 hipotese de que parte da remogdo do N-NO;™ foi realizada mediante a
utilizagdio de compostos reduzidos de enxofre ou nitrogénio, tais como: S°, HS™ ou
NH,", provavelmente formados sob condi¢des andxicas, simultaneamente com o
processo de desnitrificagdio. Foi possivel verificar, também, a influéncia da relagdo
carbono (mg./"' CHy) / nitrogénio (mg.[ I N-NO3) no estabelecimento das rotas
metabolicas de desnitrificagio predominantes, quais sejam, a redugdo dissimilativa do
nitrogénio 4 aménia (RDNA) ou a desnitrificagdo. Adicionalmente, foram realizados
ensaios em reatores tipo batelada, com o objetivo de se medir o consumo de metano.
Porém, os resultados nfio foram satisfatérios, provavelmente em razdo da diversidade
microbiana presente no inéculo. Foram realizadas andlises de microscopia dptica ¢ de
fluorescéncia, assim como de DGGE, para avaliar a diversidade e as alteragdes nas
populagdes microbianas ao longo do RAHLF e do tempo de experimento. Os diferentes
sistemas utilizados apresentaram limitagdes relacionadas a baixa solubilidade do gas
metano no meio liquido, & resisténcia & transferéncia de massa da fase gasosa para a

liquida e desta Gltima para a biomassa aderida a espuma.

Palavras-chave: desnitrifica¢do, metano, remogéo de nitrogénio
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ABSTRACT

CUBA, R. M. F. (2005) Potential of methane utilization as electron donor for
denitrification in horizontal flow fixed bed anoxic reactor. M.Sc. Dissertation — Escola

de Engenharia de Sio Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2005

This study presents and discusses experimental work results conducted with the purpose
of evaluating nitrate - nitrogen (NO5-N) removal by biological denitrification process in
a lab scale horizontal flow fixed bed anoxic reactor (RAHLF), using methane gas as
sole carbon source and electron donor. Support media for microorganisms were
polyurethane foam matrixes. For initial NO3-N concentrations of 20 mg./” "and 40
mg./”" present in synthetic substrate, it was possible to obtain 85% and 50% removal
respectively. These high reduction rates, obtained under limiting conditions of methane,
sustained the idea of part of the of NO3™-N removal being accomplished by reductive
sulfur or nitrogen species utilization, such as: S°, HS™ or NH,', probably formed under
anoxic conditions simultaneously to denitrification process. It was possible to verify
also carbon (mg./” CHy) / nitrogen (mg.l" ! NO5™-N) ratio effect in denitrification
metabolic paths establishment, i.e. dissimilative reduction of nitrogen to ammonia or
denitrification itself. In addition, batch tests where conducted with methane
consumption measuring purpose. Yet, results where not satisfactory probably due to
great microbial diversity present in inoculum. Optical microscopy and fluorescence
exams where developed, as well as, DGGE, in order to evaluate diversity and alterations
in bacterial populations as a function of reactor’s length and time. Different systems
used in experimental work presented limitations due to low methane gas solubility in
bulk liquid and mass transfer resistance from gas to liquid phase and from this to fixed

biomass.

Keywords: denitrification, methane, nitrogen removal
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Entre os diversos problemas enfrentados pela populagdo mundial deste novo
século, a escassez de dgua somada & sua deterioragdo sdo os mais preocupantes. Esta
situagfio vé-se mais agravada em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, onde
0 crescimento econdmico ndo acompanha o populacional, acarretando sérios problemas
ambientais que refletem direta ou indiretamente na saide e bem estar da populagéo.

Entre as diferentes linhas de pesquisa, o estudo da remogfdo de compostos
nitrogenados ¢ de grande interesse, tanto do ponto de vista ambiental quanto de saude
publica.

Apesar da grande importancia nos processos metabdlicos de plantas e animais,
esses compostos também podem tornar-se prejudiciais ao ambiente sob certas
condi¢des, causando a eutrofizagdo de sistemas aquaticos, diminui¢do na concentra¢do
de oxigénio dissolvido (OD) na agua e mortandade de diversas espécies de peixes.

No que se refere a saide publica, o consumo de dgua com concentragdes de
nitrato e nitrito acima dos limites estabelecidos por lei € preocupante pois, 0s mesmos,
poderiam estar associados com a incidéncia de doengas tais como: cincer em orgédos dos
aparelhos digestivo ¢ urinario (GULIS et al., 2001), alteragdes morfo-funcionais na
glandula tirdide (ZAKI et al,2003) e metahemoglobinemia, condi¢io na qual a
concentragdo de hemoglobina no sangue é reduzida resultando na diminuigdo da
capacidade do sangue de transportar oxigénio e que de acordo com Gelberg ef al.
(1997), afeta, principalmente, criangas de até seis meses de idade, podendo inclusive,
levar a morte.

Por estes motivos, a legislagio brasileira referente ao langamento de compostos
nitrogenados nos corpos receptores tem se tornado cada vez mais restritiva. Em
decorréncia, com o objetivo de enquadrar as caracteristicas fisico-quimicas dos
efluentes a serem langadas nos corpos receptores a legislagdo vigente, além da
necessidade de remover matéria orginica, as estagdes de tratamento devem comegar a

se adaptar, adotando sistemas de tratamento que incorporem a etapa de remogdo de



nutrientes, como nitrogénio e fosforo, o que resulta, em geral, no aumento dos custos de
implantacdo e operagdo desses sistemas.

Pelo exposto, ¢ de suma importdncia o fomento a estudos relacionados com a
utilizago de técnicas eficientes e de baixo custo que visem garantir tais caracteristicas.

No caso da remocfio de nitrogénio, os processos biolégicos de nitrificagfo
seguido de desnitrificagdo vém se mostrando eficientes, podendo, assim, substituir
processos fisico—quimicos como osmose reversa ou troca ibnica que, além de
apresentarem custos relativamente altos, de acordo com Kesserii ef al. (2002), também
geram uma “salmoura” residual que deve ser devidamente disposta.

No entanto, apesar das vantagens do tratamento biolégico na remogdo de
nutrientes, deve ser levado em consideragiio que, como estes processos ocorrem
somente depois que a maior parte da matéria orginica foi oxidada, uma fonte de
carbono suplementar deve ser adicionada ao sistema como doador de elétrons para o
processo de desnitrificagéo, visto que a maioria dos microorganismos desnitrificantes é
heterotréfica e requerem substrato orgénico para o crescimento celular (CALLADO,
2001; KESSERU et al., 2002; ISLAS — LIMA ef al., 2003).

Devido a4 necessidade de uma fonte de carbono exoégena, o processo de
desnitrificagio bioldgica pode se tornar demasiadamente oneroso tornando-se
economicamente inviavel. Por isso, a identificagdo de fontes de carbono baratas e
eficientes ¢ indispensavel.

No processo de desnitrificagio diversas séo as fontes de carbono que podem ser
utilizadas.

No caso do Brasil, em especial, o etanol, tem se destacado devido ao fato de ser
um composto produzido em grande escala no pais a partir da cana de agucar, e
atualmente estar sendo comercializado a valores acessivelis.

Porém, sua produgio e prego se encontram vinculados & demanda de mercado, o
que pode vir a se tornar um fator limitante na sua utilizagdo no processo de
desnitrificagio.

Desta maneira, uma alternativa para minimizar custos relacionados com a fonte
de carbono a ser utilizada no processo seria a utilizagdo de subprodutos provenientes
das unidades que antecedem a etapa de desnitrificagdo, como € o caso do metano,

principal constituinte do biogas gerado no processo anaerdbio ¢ que, no Brasil, apesar
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de ser um gas combustivel, geralmente ndo ¢ reaproveitado, sendo queimado apds sua
geragao.

De acordo com Rhee (1978), Houbron et al. (1999), Rajapakse er al. (1999);
Costa ef al.(2000); Islas—Lima ef al. (2003), o metano resultou ser eficiente como
doador de elétrons para o processo de desnitrificagéo.

Ha algum tempo, o Laboratério de Processos Biologicos da Escola de
Engenharia de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo vem levando a cabo pesquisas
que visam a remogdo de nutrientes e ja se pode verificar, em alguns casos, a
participagdo do metano no processo de desnitrificagdo (CALLADO, 2001).

Mais recentemente, estudos realizados por Santos (2003), que comparou a
eficiéncia entre distintas fontes de carbono (metanol, etanol e metano) no processo de
desnitrificagdio bioldgica, constatou a ocorréncia da desnitrificagdio completa com todos
os doadores de elétrons, porém, com diferentes velocidades.

Ono (2004), operando reator aerdbio/andxico em batelada seqiiencial de
bancada, utilizando metano como tUnico doador de elétrons na fase andxica, constatou a
remogdo de nitrogénio amoniacal através da niftrificagdio parcial até nitrito (fase
aerobia), e subseqiiente desnitrificacgéo.

No entanto, fatores como: (a) presenca de oxigénio molecular dissolvido, (b)
microrganismos envolvidos no processo e (c) possiveis rotas metabolicas e (d)
intermediarios formados, ainda s@o motivos de discussdes entre os pesquisadores
quando a fonte de carbono utilizada ¢ o metano.

Devido a tais observagdes e com o objetivo de dar continuidade aos trabalhos
enfocados na remoc¢éo de nutrientes de efluentes de sistemas de tratamento de esgotos,
este trabalho tem como finalidade contribuir para o desenvolvido de sistemas vidveis
técnica ¢ economicamente, visando a otimizagdo da utilizagdo de recursos nos processos

de remocéo de nitrogénio de esgotos sanitarios.



2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de uso do metano como nico doador de elétrons na remogio
de nitrogénio na forma de nitrato mediante o processo de desnitrificagdo em ambiente

anoxico.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

é Medir o consumo de metano durante o processo de desnitrificago e comparar
com o consumo teoérico.

é Verificar a influéncia da concentra¢do de metano no estabelecimento das rotas
metabolicas preferenciais que se estabelecem na presenga de nitrato em
condicdes andxicas, quais sejam, a redugio dissimilativa do nitrogénio a amonia
(RDNA) ou a desnitrificag@o.

¢ Caracterizar a diversidade microbiana durante a etapa experimental



4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Aspectos Gerais

O acelerado crescimento populacional e industrial dos iltimos tempos ocasionou
ndo somente o aumento na demanda de agua, mas, também, maior ¢ mais complexa
contaminac¢do dos recursos hidricos.

Como resultado de tal complexidade, os custos para o tratamento de efluentes
domésticos ¢ industriais sdo cada vez mais elevados, direcionando a atengéio de muitos
pesquisadores para o estudo e desenvolvimento de processos voltados ndo somente para
a qualidade final do efluente, mas também, que demandem menores recursos
financeiros.

Desta forma, sistemas combinando o processo anaerdbio em uma primeira etapa,
seguido pela nitrificagdo e desnitrificagdio biologica para remocéo de nitrogénio, vém
apresentando bons resultados no tratamento de efluentes, além da possibilidade de

redugdo de custos.
4.2 Nitrificacio

A nitrificaco biologica é considerada o primeiro passo para a remogdo bioldgica
de nitrogénio de aguas residuais.

A nitrificagdio resulta de reagdes bioquimicas em que o fon aménio (NHy") é
oxidado a nitrito (NO3)) e este a nitrato (NO3') na presenga de oxigénio, ou seja, em
ambiente aerobio, em etapas seqiienciais, conforme resumidamente representadas pelas

equag:ﬁes le2 apresentadas a Seguir.
3 - +
NH4 +502 —)N02 +H20+2H (1)

NO; %02 —>NOj3 @)



As altas demandas de oxigénio para oxidagdo da amoénia (RUIZ ef al.,, 2002), e
bicarbonato para o tamponamento da solu¢do do sistema, sdo, provavelmente, os
principais fatores relevantes no aspecto econémico.

Entre as inimeras espécies comumente encontradas em reatores aerobios que
participam da etapa de nitrificagfio, podem ser citadas, por exemplo, Nitrosomomas sp.,
bactérias responsaveis pela oxidago do ion aménio (NH,") a fon nitrito (NO;") que serd
oxidado a ion nitrato (NO3’) por Nitrobacter sp., (HENZE, 1997; METCALF e EDDY,
1998; CRITES e TCHOBANOGLOUS, 2000), sendo ambos microrganismos
autotroficos.

As condi¢gbes ambientais de pH, temperatura, concentragio de oxigénio
dissolvido e presenga de inibidores podem afetar o processo, devido a sensibilidade das

bactérias a esses fatores.
4.3 Desnitrificagdo
4.3.1 Aspectos Gerais

Devido ao fato de o processo de nitrificagio ndo remover o nitrogénio do meio,
comumente utiliza-se a desnitrifica¢do para alcangar esse objetivo.

O termo desnitrificagdo ¢ utilizado para definir a conversdo bioldgica de
compostos oxidados de nitrogénio, como nitrato e nitrito a formas gasosas mais
reduzidas N»O (6xido de nitrogénio) e N (nitrogénio), liberando-os do meio.

De acordo com Schmidt er al. (2003), a desnitrificagdo biolégica pode ser
descrita como uma classe de respiragdo anoxica onde os elétrons provenientes, por
exemplo, da matéria orgénica, de compostos reduzidos de enxofre ou do hidrogénio
molecular, séo transferidos para os compostos de nitrogénio oxidados em vez de serem
transferidos para o oxigénio. Nesse sentido, a forga motriz gerada a partir da
movimentagdo do proton ¢ utilizada para regeneragdo de ATP e, portanto, para a
geracdo de energia bioquimica.

Por esse motivo, o processo de desnitrificagdo deve ocorrer, preferencialmente,
em ambientes onde o oxigénio molecular ndo esteja presente, pois sua presenga
implicaria no favorecimento da respiragfio aerébia.

De fato, Madigan ef al. (1997), ao compararem as cadeias transportadoras de
elétrons do metabolismo aerébio com a da respiragdo anéxica do nitrato em E. coli,

demonstraram que o processo aerobio tem potencial para a condugdo de trés préotons, o



que equivale a trés estagios de conservagdo de energia, enquanto que a respiragdo do
nitrato permite somente a condugfio de dois protons. Esse fato pode ser explicado
quando se compara o potencial de redugdo do par NO3/NO, com o do par O»/H,O,
sendo este ultimo maior.

Além disso, de acordo com Whatley (1981), as enzimas envolvidas na respiragio
anoxica do nitrato somente sdo formadas onde as condig¢des para a redugfo dissimilativa
estejam presentes.

No entanto, em ambientes anaerdbios, além do favorecimento da remogio do
nitrato por meio da desnitrifica¢do, também chamada de redugio dissimilativa do nitrato
a Ny, outros dois tipos de redugdes também podem ocorrer, com a diferenga de que néo
ocorre a eliminagdo do nitrato propriamente dita, sendo sua transformagfo dentro do
sistema. E o caso da redugdo dissimilativa do nitrato 2 aménia (RDNA) e da redugdio
assimilativa.

Tanto na redugdo assimilativa, quanto na RDNA, o produto da redugdo do
nitrato ¢ o mesmo (amoénia). No entanto, no primeiro caso, ele serd utilizado como fonte
de nitrogénio para o crescimento celular incorporando-se a biomassa, ao passo que, na
RDNA, a amonia formada se acumula no meio.

De acordo com Tiedje (1988), o principal objetivo da RDNA ¢ servir como
“canalizador” de elétrons para permitir a reoxidacdo do NADH sendo, geralmente,
observada em ambientes onde ha excesso de fonte de carbono com relagdo a
concentragdo de nitrogénio.

Apesar de o produto final de ambos os processos ser o mesmo, as rotas
metabolicas de cada um séio controladas por diferentes fatores.

Na Figura 1 se encontra ilustrada a comparagéio entre os processos assimilativos
e dissimilativos para a redugdo do nitrato .

Por outro lado, a desnitrificacdo e a RDNA competem pelos ions de nitrato em
condigdes de anaerobiose. Desta forma, o conhecimento dos fatores que favorecam a
redugdo até N, devem estar bem estabelecidos.

Com relagdo aos microrganismos envolvidos no processo, segundo Metcalf e
Eddy (1998), as principais espécies de bactérias sdo: Pseudomonas sp., Alcaligenes sp.
Achromobacter sp, Aerobacter sp, Bacillus sp, Brevibacterium sp, Flavobacterium sp,

Lactobacillus sp, Micrococcus sp, e Spirillum sp.



Kesserril et al. (2001), utilizando diferentes fontes de carbono (acido succinico,
etanol e acido acético) e sob diferentes tempos de detengfo hidraulica, observaram alta
atividade de desnitrificagfio por células imobilizadas de Pseudomonas butanovora.

De acordo com Tiedje (1988), a Pseudomonas sp € a espécie predominante
encontrada na natureza, provavelmente devido a sua versatilidade e competitividade

pelo substrato orgdnico em ambientes naturais, terrestres ou aquaticos.

Rota Assimilativa | | Rota Dissimilativa |
Somente bactetias |

| fungos, plantas e bactérias |

Nitrato (NO3)

Nitrito (NOg)

/ <

Amonia (NHy)

Redugdo Dissimilatrza & Amoma
(Alzumas bantérias)

i

Nitrito Redutase Dissimilativa

| Nitrito Redutase Assimilativa ! !
( Favorecida pela Anoada }

Indbida pela NH4
[NH,0H] | NO =————rb- Para Atmosfera |
(Hidroslaraina)| = | (Oxido Nitico) ;
| Oxido Nitrico Redutase
(Favorecida pela anoxa) !
| ! ,
NH NyO =————p Para fitwoslera |
( Arobria) | ( Orido Nitroso )
L Oxido Nitroso Redutase !
! { Favorecida pela anoxiae
/ ; inibida pelo acetileno) !
RNH; |
I Ny —————p Para Atnosfera
(Nitrogénio Orgdnico) | ( Nitrogénio )

Figura 1. Fatores inibitorios para as rotas assimilativa e dissimilativa do nitrato.
Fonte: Madigan ef «/.(1997).

Segundo Callado (2001), as bactérias responsaveis pela desnitrificagio sfio
anaerObias facultativas autdtrofas ou heterotrofas. No entanto, no esgoto sanitario, a
desnitrificagio ocorre, geralmente, por agfio de bactérias heterdtrofas, ou seja,
microrganismos que necessitam de substrato organico para seu crescimento..

Devido a predomindncia de tais microrganismos ¢ ao fato de que geralmente a
desnitrificagfio ocorre no final do processo de tratamento das aguas residuarias, onde a
maior parte da matéria orgénica ja foi removida, ha a necessidade de se introduzir uma

fonte exdgena de carbono no sistema,



Uma alternativa para minimizar custos decorrentes da necessidade de utilizagéio
de fonte de carbono complementar é a utilizagdo de fontes endogenas provenientes de
etapas anteriores ao pos-tratamento.

Desta forma, a utilizagdo do gas metano como fonte de carbono alternativa para
o processo de desnitrificagdio tem sido estudada por diversos pesquisadores da drea, tais
como: Werner ¢ Kayser (1991), Thalasso ef al. (1997), Costa et al. (2000), Santos
(2003).

De acordo com a literatura, as varidveis ambientais que podem afetar o processo

de desnitrificagfo sdo descritas a seguir.
4.3.2 Fonte de Carbono

Diversas sdo as fontes de carbono que podem ser utilizadas para otimizar o
processo, porém, de acordo com Hanaki ¢ Polprasert (1989), e Mosquera—Corral ef al.
(2001), hé4 preferéncia por compostos organicos de baixa massa molecular, como por
exemplo, o0 metanol ou o acetato devido as suas propriedades ndo fermentativas.

Blaszezyk ef al. (1980),' apud Wilderer (1986), trabalhando com glicose como
fonte de carbono e doador de elétrons para o processo de desnitrifica¢do, constataram o
actimulo de nitrito e a permanéncia do pH abaixo de 7, o que néo ocorreu para o caso do
etanol e acetato, sugerindo que o processo de fermentagéio possa ter sido o responsével
pela queda do pH, implicando na presenga de microrganismos capazes de realizar
ambos processos: fermentagéo e desnitrificagdo.

De fato, diversos sdo os estudos realizados com metanol (HANAKI e
POLPRASERT, 1989; HER ¢ HUANG, 1995; BILANOVIC ef al., 1999; SANTOS,
2003). No entanto, a utilizagdo do metanol possui algumas desvantagens econdmicas
relacionadas com custos de aquisigdo e remogdo do 4lcool residual devido a sua
toxicidade ao sistema.

Com relagdo a remogdio do metanol excedente, existe a possibilidade de ser
efetuado o tratamento bioldgico anaerdbio para minimizar custos (HANAKI e

POLPRASERT, 1989; PAULO ef al, 2000). Porém, a alta demanda de metanol para a

' BLAS ZCZYK, M., MYCIELSKI, R., JAWOROWSKA-DEPTUCH, H. e BRZOSTEK, K. (1980) Effects of
various sources of organic carbon and high nitrite and nitrate concentrationon the selection of denitrifying bactéria I:
stationary cultures. Acta Microbiol. Pol. Vol. 29, pg. 397 — 406.
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desnitrificagdo completa, da ordem de 3 kg de metanol / kg N-NO3;" (WERNER ¢
KAYSER, 1991; RAJAPAKSE e SCUTT, 1999), ainda implica em gastos elevados.

Para Her e Huang (1995), que, além do metanol, utilizaram outras trés fontes
diferentes de carbono (4cido acético, glicose e dacido benzdico) no processo de
desnitrifica¢dio bioldgica, a eficiéncia desejavel e a menor relagdo carbono/nitrogénio
(C/N) requerida para aproximar-se da desnitrificagdo completa foram relacionadas com
a estrutura quimica e a massa molecular da fonte de carbono utilizada.

As principais observagdes destes autores foram: (a) Quando se utilizou o
composto aromatico (4cido benzdico), a eficiéncia da desnitrificacdo foi
significativamente menor quando comparada com os compostos ndo aromaticos, para
mesma relagiio C/N; (b) A minima relagdo C/N requerida para obter-se a desnitrificagfo
completa foi maior para o acido benzdico do que para os outros trés compostos nio
aromaticos; (¢) Na comparagio dos trés compostos ndo aromaticos (metanol, acido
acético e glicose), pdde-se constatar que a menor propor¢do C/N necessdria para obter-

se a desnitrificagdo completa aumentou com o aumento da massa molecular.
4.3.2.1 Metano como fonte de carbono

Entre as diversas fontes de carbono estudadas como doadores de elétrons para o
processo de desnitrificagdo, o metano vem despertando grande interesse dos
pesquisadores, devido, principalmente, ao fato de ser um dos subprodutos da digestio
anaerébia, diminuindo assim, a necessidade de aquisicio de fontes de carbono
exOgenas. Além disso, o aproveitamento do metano, ao invés de sua queima, integraria
todo o processo de tratamento em uma nova etapa do desenvolvimento que prevé
minimizar a geragdo de residuos através de seu aproveitamento.

Rajapakse e Scutt (1999), Houbron ef al. (1999), Costa et al. (2000); Santos (2003),
demonstraram a eficiéncia do metano como agente redutor no processo de
desnitrificagdo. No entanto, Thalasso ef al. (1997), defendendo a hipotese de que o
processo de desnitrificagdo utilizando metano como fonte de carbono € realizado por um
consorcio de microrganismos, onde, em uma primeira etapa, o metano €é oxidado na
presencga de oxigénio por organismos aerobios produzindo intermedidrio orgénico.que,
posteriormente, serd utilizado por organismos desnitrificantes (em ambiente andxico)
como fonte de carbono, questionaram a potencialidade de aplicagiio do processo em

escalas maiores, pois, de acordo com seus resultados, o aumento na eficiéncia de
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desnitrificagiio estaria relacionado com o aumento da pressdo parcial de oxigénio,
teoricamente utilizado na produgio do intermediario orgénico.

Eisentracger ef al. (2001), estudando a utilizagdo do metano como fonte de
carbono para a desnitrificagdo de dguas subterraneas in sifu, chegaram a concluséo de
que esse processo somente ocorreria se bactérias metanotroficas aerobias e
desnitrificantes anaerdbias interagissem em wm sistema heterogéneo.

Mais recentemente, Islas-Lima ef al. (2003), apresentaram resultados de ensaios
de desnitrificagfo que confirmavam a oxidagiio anoxica do metano no processo.

Para a realizagio dos ensaios, os autores utilizaram frascos dmbar, com
capacidade volumétrica de 550 m/, como reatores operados em sistema de batelada.
Cada frasco, inclusive os controles, foi inoculado com lodo desnitrificante proveniente
de um reator continuo de mistura alimentado com acetato. As concentragdes finais de
solidos suspensos volateis e N-NO; no meio foram de 6,5 gl e 35 mgl"
respectivamente. Diferentes volumes de metano foram adicionados nos reatores para se
obter pressoes parciais deste gas da ordem de 1,8 a 35,7 kPa. No caso dos controles a
atmosfera foi substituida por gés hélio.

Os resultados obtidos pelos pesquisadores, mostraram que a velocidade de
consumo do nitrato, da ordem de 0,25g N-NO3’ g'lSSV.d'l, foi independente da presséo
parcial de metano quando esta era superior ou igual a 8,8 kPa. No entanto, a menores
pressoes parciais os valores para a velocidade de consumo do nitrato foram menores,
indicando que o processo dependia da disponibilidade de doador de elétrons.

Paralelamente, foram feitas analises da composi¢o da atmosfera gasosa dos
reatores que revelaram a auséncia de oxigénio e uma clara diminuigéo do metano. Tais
resultados, juntamente com a auséncia de consumo de nitrato observado nos reatores

controles sugeriu a utilizagdo do metano como fonte de carbono no processo.
4.3.3 Relagdo carbono/nitrogénio (C/N)

Um dos aspectos que preocupa os pesquisadores € a relagdo C/N no processo de
desnitrificagdio, principalmente porque, de acordo com Tiedje (1988), em condigdes
anoxicas e na presenga de uma alta relagdo de C/N, ha a possibilidade de competigdo
entre a reduciio dissimilativa do nitrato a N, (seqiiéncia 1) e a redugfo dissimilativa do

nitrato a ambnia (NH;') (seqiiéncia 2).
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NO3; - NO; > NO—> N,0—> N, (1)
NO; — NO, — NH, (2)

De acordo com o pesquisador, em ambiente onde a concentragio de nitrato €
limitada, a necessidade de canalizar a transferéncia de elétrons envolvidos no processo
faz com que a redugfio a amoénia ocorra.

Martienssen e Schops (1999), estudando a dinamica de uma populagdo
desnitrificante composta por tr€s espécies de microrganismos: Grupo a - Staphylococcus
sp, Grupo b - Pseudomonas pseudoalcaligene e Grupo ¢ - Bacillus niacini, observaram
que a espécie Pseudomonas pseudoalcaligene, capaz de reduzir nitrato a N,O ou N; sem
acumulo de intermediario, foi a mais favorecida quando a relagao C/N foi mantida baixa
eiguala2,5.

Por outro lado, quando se trabalha com uma relagio muito baixa de C/N, o
processo completo de desnitrificagio também pode ser comprometido, ocasionando,
geralmente, o acimulo do composto intermedidrio, nitrito. A explicagdo para este fato
esta relacionada com a constatagio de que, provavelmente, todo o carbono estaria sendo
consumido na primeira etapa do processo (nitrato a nitrito), ndo sobrando fonte
disponivel para as etapas posteriores (seq. 1).

Houbron et al. (1999), utilizando o metano como fonte de carbono no processo
de desnitrificagio e na presenga de oxigénio (3,5 mg /"), encontraram a relagio C/N
(massa) de 3,6 para meio sintético ¢ 4,6 para aguas residuarias reais.

No entanto, os valores ideais para a relagdo C/N variam de acordo com a fonte
de carbono utilizada, a origem do in6culo, a condigdo de aerobiose ou anoxia e a

hidrodindmica do reator, devendo, portanto, ser analisada para cada caso especifico.
4.3.4 Acimulo de Intermediarios

De acordo com a seqiiéncia 1, que apresenta os possiveis passos envolvidos no
processo de desnitrificagdo completa (NO3;” — N;), pode-se considerar a formagfo de
trés produtos intermediarios, NO,, NO e N,0.

No entanto, a maioria dos estudos relacionados com a formagdo de
intermediarios no processo de desnitrificagdo esta voltada para a formacio do nitrito
(NOy), provavelmente devido ao efeito inibitério que este ou algum de seus

subprodutos &cidos possam ocasionar ao processo.
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A suspeita de que houve a inibi¢do do processo de desnitrificagdo devido a
formagdo de subprodutos dcidos foi verificada por Beccari ef al. (1983), ao analisar as
mudangas ocorridas nas velocidades de redugdo do nitrato e nitrito em valores de pH
inferiores e superiores a 7,5.

Neste estudo, os autores observaram que, em valores de pH superiores a 7,5, a
diminuigfo na velocidade de redugéo do nitrito estava associada a queda na velocidade
de redugéio do nitrato, efeito esse que foi considerado normal devido s mudangas no
metabolismo natural dos microrganismos. No entanto, quando se trabalhou em valores
de pH inferiores a 7,5, somente a velocidade de redugio do mitrito foi afetada,
levantando a hipotese do efeito inibitério causado pelo aumento na concentragdo de
acido nitroso livre.

Abeling e Seyfried (1992), constataram a inibi¢fo do processo de desnitrificagéio
quando a concentragio de HNO, atingiu a concentragdo de 0,13 mg. /"' (0,04 mg. I'' N),
sugerindo que este, ¢ ndo o nitrito diretamente, fosse o responsavel pela inibigdo do
processo.

De acordo com Wilderer ef al. (1987), os mecanismos responsaveis pelo
acumulo de nitrito podem ser: (a) repressdo da sintese da nitrito redutase ou; (b) selecdo
e enriquecimento dos microrganismos que sfo responsaveis pela redugdo NO;” — NO;".

Aparentemente, de acordo com os resultados cinéticos obtidos a partir de
estudos que enfocaram o efeito da concentragio de nitrato sobre a velocidade de
redugdo do nitrito, Almeida ef al. (1995) e Kornaros ef al. (1996), observaram
diminuigdo de 72% e 62%, respectivamente, na velocidade de redugéio do nitrito na
presenga de nitrato e seu posterior restabelecimento, apos o consumo quase que total do
nitrato. Tais resultados reforgariam, portanto, a primeira hipotese levantada por
Wilderer ef al. (1987).

Kornaros et al. (1996), acreditam que, além de afetar a redugdio do nitrito,
aparentemente, o nitrato também afeta a atividade de outras enzimas usadas na
desnitrificagfo, como a NO redutase ¢ a N,O redutase.

Segundo Cox e Payne (1973), apud Kornaros (1996), as enzimas da nitrito
redutase sdo proteinas soluveis, localizadas no espago periplasmatico, € néo estio

associadas com a conservagdo de energia, enquanto que, de acordo com Knowles

COX, CD. e PAYNE. W.I. (1973) Separation of Soluble Denitrifying Enzimes and Cytochromes from
Pseundomonas perfectomarinus. Can. J. Microbiol., vol. 19, pg. 861
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(1982), quase todas as enzimas responsaveis pela reducio do nitrato a nifrito estdo
associadas com a membrana celular e envolvidas com conservacio de energia.

De acordo com tais observagoes, ¢ de se esperar que, em um ambiente onde
ocorra competicdo entre esses receptores de elétrons, a redugdo do nitrato seja
favorecida, acumulando-se assim nifrito.

Além disso, outros fatores como pH, temperatura e oxigénio dissolvido também

podem ocasionar o aciimulo de intermediarios no meio.
4.3.4.1 Concentracio de Oxigénio Dissolvido

A redugdo do nitrato a gas nitrogénio pelo processo da desnitrificagdo € uma
alternativa da respiragéio bioldgica, onde as bactérias oxidam anaerobiamente a matéria
organica usando nitrato como receptor final de elétrons (CALLADO, 2001),
promovendo, assim, a desnitrificagdo do meio. No entanto, caso o oxigénio molecular
esteja presente, os microrganismos o usardo preferivelmente ao nitrato como receptor
final de elétrons. Por isso, diversos pesquisadores recomendam que o processo ocorra
em ambientes anaerdbios ou com baixas concentragoes de oxigénio dissolvido.

O efeito inibitério do oxigénio no processo de desnitrificagdo torna-se maior
com o aumento da concentragio de O,, sendo observado, em alguns casos, a diminuig¢éo
de até 35 % na velocidade especifica de desnitrificagdo para a concentrag@o de oxigénio
de apenas 0,09 mg/l (OH e SILVERSTEIN, 1999).

De acordo com Tiedje (1988), o oxigénio pode afetar o processo de
desnitrificagdo de duas maneiras: (a) repressdo da sintese de enzimas associadas com o
processo e, (b) inibigdo da atividade enzimatica.

Na Figura 2 se encontra ilustrado, de maneira aproximada, as regides de
concentragdo de O, que levam a inibigdo da sintese enzimatica e sua atividade em cada

etapa do processo de desnitrificacdo.
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Figura 2. Regides de concentra¢Ges aproximadas de O, que inibirtam a sintese
enzimatica e sua atividade para cada etapa do processo de desnitrificacfio.Nir — Nitrito
redutase € Nar — Nitrato redutase

Fonte: Tiedje, (1988).

Para Jobbagy et al. (2000) e Plész er al.(2002), o impacto da penetragio de
oxigénio em sistemas anoxicos ¢ altamente dependente da velocidade de desnitrificago.

Nos casos em que a velocidade de consumo de nitrato é relativamente alta, o
impacto observado ¢ considerado pequeno. No entanto, a baixas velocidades de
desnitrificagio, tal impacto ¢ mais significativo (JOBBAGY ef al, 2000).

No entanto, quando a fonte de carbono utilizada como doador de elétrons para o
processo de desnitrificagiio ¢ o metano, ha divergéncias entre os pesquisadores com
relagdio a presenga ou auséncia de oxigénio molecular.

Por um lado, existem aqueles que apodiam a teoria de que a redugdo do nitrato
ocorre devido & associacio de bactérias metanotroficas, que em uma primeira etapa,
oxidam o metano aerobiamente produzindo intermedidrio orgénico, que,
posteriormente, serd utilizado anaerobiamente como fonte de carbono pelas
desnitrificantes (WERNER e KAYSER, 1991; THALASSO ef al., 1997, HOUBRON er
al., 1999, COSTA et al., 2000, EISENTRAEGER er al., 2001).

Com relagéio ao intermediario formado, também existem opinides diversas.

Para Werner ¢ Kayser (1991), o metanol seria o intermedirio formado na
oxidagdo do metano pelas metanotréficas, sendo, em seguida, utilizado pelas
metilotréficas (desnitrificantes).

No entanto, Costa ef al. (2000), estudando a populagio microbiana e formagéio

de intermediarios no processo de desnitrificagdio em reator de leito fixo sob condigbes
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limitantes de oxigénio e utilizando metano como doador de elétrons, propuseram que o
acetato, € ndio o metanol, é produzido pelas metanotroficas e, em seguida, utilizado
como doador de elétrons para a desnitrificagfo.

Essa hipdtese pode ser sustentada pelos resultados obtidos por Santos (2003),
que, em seus experimentos de desnitrificagdo com metano como unica fonte de carbono,
utilizando reatores em batelada, observou a presenga de arqueas metanogénicas
utilizadoras de acetato, permitindo supor que o acetato estava sendo produzido durante
0 Processo.

Porém, a formagdo de outros intermedidrios ndo pode ser completamente
descartada

Outra linha de pesquisa estd apoiada em estudos mais recentes que
demonstraram a oxidagfio andxica do metano no processo de desnitrificagdo. (ISLAS-

LIMA ef al.,2002)
4.3.4.2 Temperatura

A dependéncia do processo de desnitrificagdo com a temperatura se assemelha
ao processo heterotréfico aerdbio, que pode ser descrito mediante a expressido

exponencial apresentada na seguinte equagdo (HENZE ef al., 1997):
Himax (Ti— Hmax (20 DC) eXp (K (T 420)) 3)

sendo:

Lmax = velocidade maxima de crescimento especifico @h

T = temperatura (°C)

k = constante de temperatura (°C "), seu valor varia de 0,06 - 0,12

Segundo Vieira (2000), a diminuvigdo na taxa de desnitrificagdo com o
abaixamento da temperatura ocorre por duas razdes: (a) a maioria das bactérias
heterotréficas desnitrificantes é mesofilica, faixa de temperatura entre 10°C e 45°C, ¢
tem sua atividade enzimatica afetada com o decréscimo da temperatura; (b) a
temperatura afeta a solubilidade do oxigénio no meio.

Em seus experimentos em recipientes andxicos abertos, Plosz ef al. (2002),
verificaram que, quando as velocidades de respiragdo eram baixas, a diminui¢do da
temperatura, que pode aumentar significativamente a concentragdo de oxigénio

dissolvido, causou conseqiiéncias negativas no processo de desnitrificagdo.
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4.3.4.3 Valores de pH

O valor 6timo de pH do meio para a desnitrificagiio, de acordo com Knowles
(1982), Wang et al., (1995) e Metcalf e Eddy (1998), estd entre 7 e 8.

Este mesmo intervalo foi estabelecido como 6timo para a atividade microbiana
por Beaubien ef al. (1995), ao monitorarem a atividade metabdlica no processo de
desnitrificagfo a diferentes valores de pH através da produgfo especifica de gas.

Além disso, tais autores constataram, também, que pequenas variagdes (+ 0,5
unidades) além dos valores estabelecidos, em curto prazo, podem provocar decréscimo
de até 80 % do valor maximo na velocidade de producédo especifica de gas. No entanto,
quando se forneceu ao sistema prazo suficiente para sua adaptagfo, os valores maximos
de velocidade de produgfo especifica de gas a diferentes valores de pH (6,5; 7,0; 7,5;
8,0 e 8,5) ndo sofreram altera¢des significativas.

Segundo Glass et al. (1998), o pH do meio estd relacionado diretamente com a
disponibilidade de prétons no espago periplasmético que séo utilizados pelas enzimas
nitrito redutase. Desta forma, em pH mais elevado, a quantidade de prétons disponiveis
para a redu¢fio do nitrito é muito baixa, acumulando-o no meio e influenciando o

processo como um todo.
4.3.4.4 Presenca de metais tracos

A desnitrificagdo é um processo respiratério que envolve varias proteinas com
metais contendo co-fatores.

Alguns exemplos de metais que participam no metabolismo de microrganismos
desnitrificantes citados por Stouthamer (1988), sdo: (a) ferro - usado por citocromos
para a transferéncia de elétrons, tanto pelas enzimas nitrato como nitrito redutase.; (b)
cobre - participa como co-fator na regulagem da enzima redutase associada a redugéo
do nitrito e do N,0; (¢) molibdénio - esta envolvido na regulagem da enzima redutase
que atua sobre o nitrato e de outras enzimas redutoras.

No entanto, entre todos os metais tragos bioativos estudados, o ferro foi o que
apresentou maior importancia no processo, sendo inclusive, o principal responsavel pelo
aumento na eficiéncia de desnitrificagio (LABBE ef al., 2003).

Em seu trabalho, Houbron er al. (1999) observaram variagdes no consumo
méximo de metano pelas metanotroficas apos a adigio de 80 pg./" de cobre no meio

reacional. Na primeira situa¢io (auséncia de cobre), os autores obtiveram um consumo
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¥ -1 .1
méaximo de 1,75 mmol CHy/".h", alcangado em 20 horas, enquanto que, na presenga de

cobre, as bactérias metanotréficas se mostraram mais aptas em oxidar metano, atingindo
consumo maximo de 3,5 mmol CH,4 ! alcancado em 60 horas.

No entanto, Santos (2003), analisando o efeito da variagdo das condigdes
nutricionais em reatores desnitrificantes alimentados com metano na presenga e
auséncia de oxigénio, constatou que, nos reatores que receberam complementagdo de
solugdo de metais, a rota metabolica predominante ndo foi a desnitrificante, ja que ndo

foi detectada a presenga de N,O no ensaio de atividade desnitrificante.
4.3.5 Cinética do processo

As etapas consecutivas da redugfo do nitrato a N, no processo de desnitrificagéo
ocorre segundo a seqiiéncia | apresentada no item 4.3.3.

No entanto, considerando-se que as velocidades de redugdo do NO e N,O sdo
maiores que as velocidades de redugfo do nitrato e nitrito, de maneira que ndo haja
acamulo destas espécies no meio, entdo o processo de desnitrificagdo pode ser
representado pela seqtiéncia 3 (KORNAROS et al., 1996), que representa o modelo
cinético de reagdes multiplas irreversiveis em série com um uinico produto intermedidrio

descrito por Silveira (1996).

NO; —KL sNO, —*2 5N, ©

De fato, Walter et al (1978), em seus ensaios com P. denitrificans (ATCC
13867) que cresceram em meio & base de levedura 4 30° C e com nitrato, nitrito e dxido
nitroso (N,O) como receptores de elétrons (em reatores separados), constataram que a
redug@o do N,O foi muito mais rapida que a do nitrito e, durante a redugdo do nitrito
pouco ou nenhum N,O foi detectado.

Santos (2003), em scus ensaios para obtengdo de pardmetros cinéticos aparentes
utilizando reatores operados em ciclos de batelada de 24h e mantidos em cimara
rotativa incubadora (150 rpm e 30° C), utilizando metano como Uinico doador de elétrons
no processo de desnitrificagio, obteve dados experimentais que se ajustaram ao modelo
anteriormente descrito, tendo nitrito com unico intermediério, sendo que o consumo de
nitrato seguiu reagéo de primeira ordem € o do nitrito de ordem zero.

Especificamente, com relagdo ao processo de desnitrificagiio utilizando metano

como fonte de carbono, deve-se dar especial atengéo aos fatores que possam vir a afetar
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sua concentra¢iio no meio reacional, como por exemplo, temperatura, transferéncia de
massa e hidrodindmica do reator no sentido de se evitar, desta maneira, que a baixa
solubilidade do metano em dgua se torne o fator limitante do processo.

Além disso, devido as controvérsias com relagdo a concentragdo de oxigénio
molecular no meio, assim como, a falta de conhecimentos mais aprofundados sobre os
microrganismos envolvidos e rotas metabdlicas utilizadas, a presenga ou auséncia de
oxigénio € outro fator a ser levado em consideragfio no processo de desnitrificagéo,

tendo metano como doador de elétrons.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Reator Andéxico Horizontal de Leito Fixo RAHLF
5.1.1 Instalagfo experimental

Para a realiza¢iio da parte experimental foi utilizado o equipamento ilustrado na

Figura 3.
T B e R o e R i, e e e ——— il |
1 1
:-;..--nn-:u-:n-nu--l : :
C (3303 ) 5 AL
: ! 7 0 ;
: il AN 2 :
( 2 i; E-é—@ o 0 0 o o | '
3 6 Efluente _E

C'amara Cliratizada
27°¢

Afluente

Refrigeragao
4°C
Figura 3. Esquema do equipamento experimental. (1) Recipiente com substrato
nitrificado, (2) Bomba de ar para recirculagdo do gas do head space, (3) Baldes de gas
para reserva de metano, (4) Pedra porosa (5) Bomba peristaltica (6) RAHLF, (7) Pontos
de amostragem de liquido e biomassa, (8) Pontos de amostragem de gas, (9) Selo
Hidrico.

O sistema foi operado sob alimentagdo continua, adotando-se, primeiramente,
tempo de residéncia no reator horizontal de aproximadamente 4 horas nos primeiros 40
dias de operagdo, passando para 12 horas at¢ o final do experimento. A cdmara

climatizada foi mantida & temperatura de 27° C,
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O mefano era infroduzido no sistema através do recipiente (1), que esteve
mantido sob refrigeragio com o objetivo de aumentar a solubilidade do gas e diminuir a
possibilidade de que alguma reagdo ocorresse. Para manter uma atmosfera de metano ao
longo de todo periodo de operacgfio, foi adotado o uso de baldes de gis (3) que
permanentemente eram reabastecidos com metano.

Com o objetivo de minimizar problemas decorrentes da transferéncia de massa
da fase gasosa para a liquida, aumentando assim a concentragfo de metano dissolvido, o
gas no head space do recipiente (1) era recirculado, utilizando-se bomba de ar adaptada
para esse fim, e reintroduzido no meio liquido mediante pedra porosa, de maneira a
formar pequenas bolhas de gas.

O reator foi confeccionado em vidro borossilicato e apresentava 100 cm de
comprimento (L) e 5,04 cm de didmetro (D). A capacidade total do reator era de 1800
m/ de volume 1til reacional. Havia pontos de amostragem intermedidrios, ao longo do
comprimento do reator, alocados em posigdes correspondentes a relagio L/D de 1, 5,
10, 14, 19 e 20 e que, posteriormente também, serdio identificados como P1, P2, P3, P4,

PS5 e Saida respectivamente.

Na Figura 4 séio apresentadas fotos do sistema utilizado

Figura 4. Sistema utilizado na parte experimental: (a) Reator Anodxico Horizontal de
Leito Fixo (RAHLF), (b) recipiente para armazenamento do substrato sintético
nitrificado.
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Além das adaptagdes anteriormente mencionadas, para garantir a presenga de
metano na atmosfera interna localizada sobre o leito ao longo de todo o reator, foi
preciso fechar as duas primeiras saidas de gas presente no modelo original. Tais saidas
foram, posteriormente, utilizadas para o monitoramento qualitativo de metano ao longo
do reator. Desta maneira, a Unica saida de gas na nova configuragdo passou a estar
situada na posigéio L/D de 19, conectada a um dispositivo de deslocamento de liquido.

Essa configuraciio de reator, conforme apresentado na Figura 3, foi adaptada do

modelo desenvolvido por Zaiat (1996).
5.1.2 Suporte para Imobilizagio do Biofilme

O material suporte utilizado foi espuma de poliuretano com densidade de 20
kg.m™, ¢ na forma de cubos com 5 mm de lado aproximadamente (ver Figura 5). A

porosidade esperada para o leito era de aproximadamente 40%.

Figura 5. Foto do material suporte utilizado para a imobiliza¢do da biomassa

5.1.3 Indculo

O reator foi inoculado com lodo proveniente do reator UASB da Avicola Dacar
situada na cidade de Tieté — SP

A escolha deste material esteve amparada em sua ampla diversidade microbiana
e nos bons resultados apresentados até o momento em outras pesquisas realizadas no
Laboratorio de Processos Bioldgicos da Escola de Engenharia de Sdo Carlos (EESC-
USP).

Para a imobilizagéio na espuma de poliuretano foi utilizada a técnica proposta

por Zaiat (1996).
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Apés a noculagio da espuma amostras em ftriplicada foram separadas para a
determinagfio de massa de solidos (totais, volateis ¢ fixos) aderidos por massa de
espuma.

Posteriormente, ao término do experimento, amostras de espuma foram retiradas
ao longo do reator (em triplicata) para, da mesma forma, determinar a massa de solidos
aderida, para comparagdo com o resultado obtido com o ingculo.

Para determinar os sélidos aderidos a espuma, os mesmos foram separados da
matriz mediante lavagem com dgua destilada num tubo falcon (15 ml) e com o auxilio
de um bastéo de vidro, até que a espuma se apresentasse visivelmente livre de solidos..

Todo o volume de enxagiie foi transferido para capsulas de porcelana e
submetido a determinagiio de sdlidos de acordo com o Standart Methods for
Examination of Water and Wastewater (1998).

Depois de seca, a espuma teve sua massa deterﬁinada para obtengdo da relagio

massa de sélido/massa de espuma.
5.1.4 Substrato Nitrificado Sintético

Para garantir a concentragfio constante de nitrato no afluente do reator na fase
experimental durante os primeiros 50 dias de operagfio (Fase 1), foi utilizado o substrato
nitrificado sintético com as mesmas caracteristicas ao do utilizado por Santos (2003). A
partir do 51° dia (Fase 2), 0 mesmo teve sua composigio alterada.

As composig¢Ges de tais substratos encontram-se detalhadas nas Tabelas 1 a 4.

Tabela 1. Composigéo do substrato sintético nitrificado.

COMPOSTO CONCENTRACAO (mg./)
Fase 1 Fase 2
’ Nitrato de Potassio (KNO;) 144,28 288,56
Fosfato de Potédssio (KH, PO,) 74,58 149.16

Sulfato de Sodio (Na,S0;) 10,35 10,35

Uréia (CON,H,) 8,57 6,43

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 100 100
Solugfio de sais minerais 5ml/! Smll’

Solugdio de metais 10 mL./’ 10 ml.Z’

Fonte: Adaptado de Santos (2003) 7
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Tabela 2. Caracteristicas esperadas para o substrato sintético

COMPONENTE CONCENTRACAO (mg.r")

Fase 1 Fase 2
N-NTK 4,0 3,0
N-NO; 20,0 40,0
SO,? 7.0 7.0
PO,* 17,0 34,0
Alcalinidade 61 61

bicarbonato

Fonte. Adaptado de Santos (2003)

Tabela 3. Composic¢éio da solugcdo de sais minerais adicionada ao substrato sintético

utilizado em ambas fases e concentragéio final de cada constituinte no substrato.

CONCENTRACAQ (mg. 1)

COMPOSTO CONCENTRACAO (g. I')
FINAL NO SUBSTRATO
Cloreto de Sodio (NaCl) 50,0 2500
Cloreto de Magnésio 14 7.0
hexahidratado (MgCl.6 H;O)
Cloreto de Calcio dihidratado 0.9 45

(CaCl, .2 H,0)

Fonte. Adaptado de Santos (2003)
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Tabela 4. Composigfo da solugfio de metais utilizado em ambas fases e concentragio

final de cada constituinte no substrato.

COMPOSTO CONCENTRACAO (g/')  CONCENTRACAO FINAL
NO SUBSTRATO (mg. /')

Acido Nitroloacético (NTA 1,28 12,8
FeCl; 61,0 1,35 13,5
MnCl, 41,0 0,1 1,0
CoCl,,6H,0 0,024 0,24
Na;MoO,.H,0 0,024 0,24
NaCl 1,0 10,0
CaCl, 21,0 0,1 1,0
ZnCl, 0,1 1,0
CuCl; 2H,0 0,025 0,25
H;BO; 0,01 0,1
Na,Se0;.5H,0 0,026 0,26
" NiCl.6H,0 0,12 1,2

Adaptado de Santos (2003)°
5.1.5 Pardmetros fisico-quimicos e métodos de anilise

Inicialmente, durante o periodo de adaptagdio do sistema, a amostragem for
realizada trés vezes por semana, sempre coletando amostras do afluente e efluente. No
entanto, apos 50 dias de operagdo, o monitoramento passou a ser realizado ao longo de
todo reator e somente uma vez por semana, ja que este tipo de amostragem geralmente

ocasiona certa desestabiliza¢o ao sistema.

* Fonte Original: ZINDER, S. I; SOWERS, KR; FERRY,J.G. (1984) Methanosarcina
thermophila s. Nov. a thermophilic, acetotrofic, methane-producing bacterium . International Journal of
Systematic Bacteryology, 35: 522 — 523.
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A decisdo de realizar perfis semanais surgiu devido a uma reoxidaciio do
nitrogénio devido a uma possivel microaera¢fio no segmento final do reator ou durante a
coleta do efluente.

Os pardmetros analisados, assim como a metodologia utilizada se encontram
detalhados na Tabela 5.

Tabela 5 Pardmetros ¢ metodologia de analise

PARAMETRO/UNIDADE METODOLOGIA

pH Potenciométrico

N-NH;" (mgN. /7" Titulométrico/Espectrofotométrico

N-NO; (mgN.7™) Espectrofotométrico
N-NO;3 (mgN. /™) Espectrofotométrico
''STA (g solidos/g. espuma) Gravimétrico
2 SFA (g sélidos/g. espuma) Gravimétrico
3SVA (g solidos/g. espuma) Gravimétrico

Composicdo do gis (%) Cromatografia gasosa

Caracterizagio Morfologica Microscopia Optica

1 Sélidos Totais Aderidos; 2 Sélidos Fixos Aderidos; 3 Solidos Volateis Aderidos

No inicio do experimento, quando somente se monitorou o afluente ¢ efluente do
reator, as concentragdes de N-NOs” (nitrogénio na forma de nitrato), N-NO, ™ (nitrogénio
na forma de nitrito) ¢ N-NH;," (nitrogénio amoniacal), foram determinadas de acordo
com técnicas descritas no Standart Methods for Examination of Water and Wastewater
(1998).

Com relagfio ao N-NH,", para evitar possiveis perdas para a atmosfera na forma
de N-NH3, o volume necessario para andlise era coletado em frascos separados e

acidificado com 1 gota (£ 50 p/) de acido sulfirico concentrado.
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O metano contido na parte supetior do reator foi monitorado a partir dos pontos
de amostragem situados em L/D de 1, 10 e 19 que, posteriormente, serdo citados como
entrada, meio e saida do reator.

Para a andlise da composi¢iio da atmosfera interna do reator foi utilizado
cromatografo Gow-Mac com coluna Porapak Q, de 2 m de comprimento e didmetro de
Y47, O forno operou a temperatura de 50° C e o gés de arraste utilizado foi o hidrogénio.

Devido ao fato de ndo haver perdas considerdveis de sélidos, ndo foi preciso
realizar analises dos mesmos.

No entanto, quando o monitoramento passou a ser realizado ao longo do reator, a
concentragio de N-NHy" passou a ser determinada no FIA (Flow Injection Analysis)
cuja técnica também se encontra descrita no Standart Methods for Examination of
Water and Wastewater (1998), pois esta metodologia requer menor volume de amostra.

Para determinagiio das concentragdes de N-NO; e N-NO, foi utilizado

espectrofotdmetro UV/VIS Perkinfelmer-lambda EZ150
5.1.6 Estudos Microbiologicos
5.1.6.1 Acompanhamento morfolégico

O acompanhamento das diferentes morfologias constituintes da biomassa ao
longo do reator e ao longo do periodo de pesquisa, foi realizado através de microscopia
optica comum e de contraste de fase, em microscopico Olympus (BX 60).

Para isso, eram retiradas dos reatores pequenas quantidades de espuma contendo
o material biologico a ser analisado. Quando necessario, a conservagio do material para
analise era feita sob refrigeracfio a temperatura de aproximadamente 4° C por periodo de

até dois dias.
5.1.6.2 Anilises de Biologia Molecular

Além das andlises de microscopia Optica, a diversidade microbiana também foi
acompanhada por meio de técnicas de Biologia Molecular que compreenderam as

seguintes ctapas:
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(a) Extraciio de DNA da biomassa

Esta etapa foi realizada de acordo com protocolo descrito por Griffiths ef al.
(2000), seguido pela purificagio do DNA mediante a utilizagdo do kit Wizard DNA
Clean-UP System (Promega) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

(b) Amplificacdo por meio de reag¢io de polimerizagiio em cadcia (PCR).

Depois de extraido, o material genético das amostras teve os fragmentos do gene
de DNAr 168, dos Dominios Archaea (primer 1100FGC-1400R) e Bacteria (primer
968FGC-1392R), amplificados utilizando-se a técnica de PCR.

Os primers para o Dominios Archaea e Dominio Bactéria utilizados no ensaio
foram descritos por Kudo et al. (1997) e Nielsen et al. (1999).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador “Gene Amp PCR System
2400” (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Conn.).

(c) Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

Para separagdo dos fragmentos amplificados obtidos na etapa (b) foi utilizado
sistema DGGE-D Code™ - Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, Inc.,
Hercules, California). O gradiente do gel desnaturante utilizado para o Dominio
Archaea foi de 35-55 % enquanto que para o Dominio Bacteria, foi de 40-60 %.

Os géis foram corados com marcador Vistra Green e observados em sistema de
ultravioleta Eagle Eye TMIII (Stratagene) acoplado a microcomputador e Software
Eagle Sight.

O protocolo utilizado foi adaptado, de acordo com os equipamentos disponiveis,
a partir do protocolo apresentado por Sakamoto (2001).

As amostras de biomassa retiradas ao longo do experimento foram separadas em
dois grupos, o primeiro proveniente dos pontos de amostragem 1, 2 e 3 e o segundo dos
pontos 4 e 5.

Optou-se em separar as amostras desta maneira devido as semelhangas nas
morfologias presentes observadas na microscopia Optica. A seguir, a biomassa foi
conservada em freezer a temperatura aproximada de -20° C por um periodo de tempo de
aproximadamente 5 meses.

No caso particular da amostra de lodo utilizada para a inoculagdo do RAHLF,

esta ficou armazenada sob as mesmas condigdes por um periodo de 9 meses.
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5.2 Ensaios para determinac¢fio de consumo de metano
5.2.1 Sistema operado em batelada com recircula¢fio de metano
5.2.1.1 Instalac¢fio experimental

Apbs aproximadamente 120 dias de operagiio ¢ proximo ao término da parte
experimental ocorreu rompimento no corpo do RAHLF na regifio proxima a entrada,
impossibilitando que outros ensaios complementares fossem realizados.

Devido a isso, novo sistema foi adaptado com o objetivo de tentar medir o
consumo de metano durante o processo de desnifrificagio para complementagdo de

resultados.

Esse novo sistema, encontra-se esquematizado na Figura 6.

'§ ™

Yolume do Liguido - 3.1/

Yolume da espuma- 197

\. A

Figura 6. Esquema do sistema em batelada utilizado para medir metano consumido.(1)
Reator andxico, volume total 10,4 1, (2) Bomba de ar para recirculaciio do gas do head
space, (3) Septo para amostragem de gés, (4) Pedra porosa (5) Espumas retiradas do
RAHLF (6) Lodo desnitrificante, (7) Mangueira para amostragem de liquido.

O reator consistia de um recipiente de plastico com capacidade total aproximada
de 10,4 /. Além disso, o gis no head space era recirculado e novamente introduzido no
meio liquido através de uma pedra porosa mediante a utilizagfio de uma bomba de ar
adaptada para esse fim.

As amostras de gas do head space eram retiradas com uma seringa através de

um septo adaptado ao sistema, enquanto que as amostras liquidas para analises
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microbiolégicas e fisico-quimicas eram retiradas com uma seringa a partir de uma
mangueira.

A turbuléncia criada dentro do sistema pela recirculagio do gés, ndo foi
suficiente para garantir a homogeneizagio do sistema, porém, grande parte do material
aderido a espuma desprendeu-se (6). Por isso, o cuidado em cada descarte foi redobrado
para evitar perda de lodo.

Todo o sistema foi mantido em cAmara climatizada a 27 °C e o ciclo de operagéo
foi de aproximadamente 80 horas.

Na Figura 7 se encontra apresentada a foto do reator utilizado

Figura 7. Foto do reator operado em sistema de batelada utilizado para medir o
consumo de metano

5.2.1.2 Indculo

O reator fo1 inoculado com o lodo desnitrificante, proveniente do RAHLF da
etapa anterior.

Com o intuito de se garantir a presenga de toda a biota aderida & matriz, optou-se
por fransferir a espuma do RAHLF diretamente para o novo reator. No entanto, somente
foi utilizada a espuma que se encontrava na primeira metade do RAHLF, tendo em vista
os resultados obtidos durante sua operagfio e apresentados nas segbes 6.1.1, 6.1.2 e
6.1.3.
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5.2.1.3 Substrato Nitrificado Sintético

Nesta etapa, o substrato utilizado possuia as mesmas caracteristicas que o da

Fase 2 da etapa anterior € cujas caracteristicas estdo apresentadas nas Tabelas de 1 a 4.
5.2.1.4 Fonte de Carbono

A fonte de carbono utilizada nesta etapa da parte experimental também foi o
metano.

Apos a inoculagdo do reator e adi¢do do substrato nitrificado, a atmosfera do
head space do reator era trocada, borbulhando-se metano (100%) por aproximadamente
20 minutos. Essa mesma rotina foi repetida para cada ciclo. O suplemento adicional de
metano era realizado de acordo com o decaimento do gés, verificado por meio de

cromatografia ao longo de cada ciclo.
5.2.1.5 Parametros fisico-quimicos e métodos de analise

Os pardmetros analisados assim como a metodologia utilizada se encontram

detalhados na Tabela 6.

Tabela 6. Pardmetros e metodologia de analise

PARAMETRO/ UNIDADE

METODOLOGIA

pH Potenciométrico
N-NH;" (mgN. /%) Titulométrico
N-NO; (mgN.7™) Espectrofotométrico
N-NO; (mgN.77) Espectrofotométrico
Composigao do gas (%) Cromatografia gasosa
Caracterizagio Morfologica Microscopia Optica

Durante os primeiros 25 dias foram feitas analises didrias da concentragio de N-

NOj’, N-NO;", composi¢io do gas do head space e medido o pH. Neste periodo, como



ndo foi possivel a utilizagdo do FIA para as andlises das concentragdes de N-NH,", as
mesmas, ndo foram realizadas com a mesma freqtiéncia.

Apbs esse periodo, o sistema entrou em equilibrio dindmico aparente, sendo
entdo realizado perfil temporal.

Durante o perfil, foram determinadas as concentragdes de N-NO;3', N-NO, e N-
NH," analisada a composigdo do gés do head space, medido o pH e ainda realizadas
andlises da morfologia microbiana.

. Depois de coletadas, as aliquotas com 15 m/ de amostras eram centrifugadas por

5 minutos e a velocidade de 6000 rpm para separagdo do lodo. Imediatamente, uma
parcela do sobrenadante era acidificada com 50 p/ de acido sulfirico concentrado e
armazenada em geladeira para posterior determinagio do N-NH;" no FIA (Flow
Injection Analysis), conforme o Standart Methods for Examination of Water and
Wastewater (1998).

Os demais pardmetros foram analisados seguindo os mesmos protocolos das

andlises da primeira etapa.
5.2.1.6 Estudos Microbiolégicos

Nesta etapa as anélises microbiologicas das morfologias presentes seguiram os
mesmos protocolos descritos nos itens 5.1.6.1 ¢ 5.1.6.2
Com relagio ao tempo de conservagdo da biomassa, este foi de

aproximadamente 4 meses, sob as mesmas condigdes que as anteriores.

5.2.2 Reatores anéxicos com diferentes concentragies de solidos aderidos voliteis —

utilizacio do shaker
5.2.2.1 Reatores

Neste ensaio, optou-se por trabalhar com recipientes menores para a montagem
dos reatores, utilizando-se frascos de vidro com capacidade volumétrica de 400 m/,
dispostos em shaker submetido a velocidade rotacional de 45 rpm ¢ temperatura
constante de 30 *C.

Foram utilizados trés grupos de reatores, sendo que cada grupo, foi inoculado
com diferentes quantidades de espuma. No final do ensaio foi determinada a massa seca

de espuma limpa utilizada, assim como a massa de sélidos volateis aderidos. Para esse
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ultimo calculo, foi levado em consideragdo o valor médio de sélidos volateis aderidos
por grama de espuma determinados anteriormente, no final do experimento realizado
com 0 RAHLF.

O experimento foi realizado em duplicata, inclusive os reatores controle,
perfazendo o total de doze reatores.

Apds serem inoculados e receberem 300 ml de substrato nitrificado sintético,
cujas caracteristicas foram 4s mesmas que no primeiro ensaio, os reatores foram
devidamente fechados ¢ a atmosfera dos mesmos substituida por gis metano,
introduzindo-o e retirando-o dos frascos mediante a utilizagdo de agulhas por
aproximadamente 20 minutos, enquanto que os controles receberam nitrogénio pelo
mesmo processo e periodo de tempo. Logo apds, foram feitas as analises quimicas e de
gas, cujos resultados foram considerados como correspondentes ao instante t= 0.

Na Figura 8 se encontra esquematizado a metodologia utilizada.

Ml M2 M3
Reator Reator Reator
(A) (4) (4)
(B) ®) (B)
Controle  Controle  Controle
(A) (4) (A)
(B) (B) (B)

Figura 8. Esquema da metodologia utilizada. M;, M,, M3 = massas de solidos volateis
aderidos, sendo M, > M, > M;.

Na Figura 9 ¢ apresentada a foto dos reatores utilizados no ensaio.

Figura 9. Foto dos reatores utilizados para medir o consumo de metano.
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5.2.2.2 Inoculo

O in6culo utilizado nesta etapa foi proveniente do ensaio anterior (batelada), que
se encontrava conservado sob refrigeragio 4 temperatura de aproximadamente 4° C por
um periodo de 30 dias. Devido a isso, foi preciso, primeiramente, readaptd-lo as
condi¢des do processo de desnitrificagiio com a utilizagdo do metano.

Para alcangar o objetivo, foi utilizada uma coluna de aproximadamente 60 cm de
altura, 2 cm de didmetro e capacidade volumétrica (vazia) de 160 m/.

O esquema e a foto da coluna se encontram apresentados na Figura 10.

i I
(a) 3
4 4 L~
Altura do leito i
2);
5
P
. A e g

Figura 10. (a) Esquema da coluna para readaptagfio do inoculo desnifrificante. (1)
coluna, (2) bomba de ar para recirculagdo do metano, (3) Baldes de gas contendo
metano, (4) valvula agulha, (5) mangueira de silicone; (b) foto da coluna

O sistema foi operado em batelada com ciclos de 24 h durante 20 dias. Ao
término de cada ciclo, eram determinadas as concentragtes das diferentes formas de
nitrogénio seguindo os mesmos protocolos das andlises anteriores..

A coluna foi praticamente toda preenchida com as espumas provenientes do
reator utilizado no ensaio anterior sem, no entanto, promover a compactagiio do leito. O
volume da coluna passou a ser de aproximadamente 100 m/

Em sua parte superior, foi deixado um espago de aproximadamente Scm (head
space). Além disso, foi utilizada bomba de ar (2) para efetuar a recirculagéio do metano
da parte superior da coluna para sua parte inferior, por onde também era colocado e

retirado o substrato.
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No 21° dia de operagio foram retiradas amostras para a realizacdo dos estudos
microbioldgicos descritos nas segoes 5.1.6.1 € 5.1.6.2.

Nesta etapa, também foram realizadas andlises de microscopia de varredura
para poder avaliar se o material que seria utilizado no ensaio se enconfrava bem
colonizado ja que no ensaio anterior boa parte do material havia se desprendido das
matrizes.

O material restante foi utilizado para a incubagdo dos reatores que foram

utilizados no ensaio anteriormente apresentado na se¢do 5.2.2.
5.2.2.3 Substrato e fonte de carbono

O substrato utilizado possuia as mesmas caracteristicas que ao do ensaio
anterior, cujas caracteristicas se encontram apresentadas nas Tabelas 1 a 4.

Da mesma forma, a fonte de carbono foi unicamente gas metano.
5.2.2.4 Parametros fisico-quimicos e métodos de analise

Ap6s a inoculagio dos reatores, os mesmos foram mantidos em um shaker sob
velocidade rotacional de 45 rpm e temperatura de 30° C, por um periodo de 60 horas.

Foram retiradas amostras ao longo deste periodo para determinagio das
concentragdes das diferentes formas de nitrogénio. Todas as andlises foram feitas de
acordo com o Standart Methods for Examination of Water and Wastewater (1998).
Paralelamente, foi analisada também a composi¢do da atmosfera dos reatores por

cromatografia de gas.
5.2.2.5 Estudos microbiol6gicos

O protocolo seguido foi 0 mesmo ao apresentado no item 5.1.6.1 ¢ 5.1.6.2, o
tempo de conservagdo da biomassa foi de aproximadamente 3 meses, sob as mesmas
condi¢des que as anteriores.

Nesta etapa, também foram realizadas andlises de microscopia oOptica de

varredura seguindo protocolo descrito por Teran (1995).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 RAHLF

6.1.1 Fase 1 — Utilizacdo de substrato sintético nitrificado com concentragio de N-

NOj; igual a 20 mg.I”

Durante os primeiros 40 dias de operagiio com tempo de detengiio hidraulica
(TDH) de 4 horas, observou-se baixa eficiéncia de remogfo de N-NO;™ (Figura 11). Por
outro lado, analises da composigdo do gas na parte superior do reator (Figura 12)
revelaram a presenga de metano em toda sua longitude, afastando a hipétese de que tal
eficiéncia fosse decorrente da falta de fonte de carbono.

Desta forma, com o objetivo de diminuir a concentragdo de N-NO;™ no efluente
do reator, o TDH foi aumentado para 12 horas, refletindo diretamente na detecgiio do
metano ao longo do reator, como mostrado na Figura 12, sem no entanto, melhorar sua

eficiéncia na remogéo de N-NO; (Figura 11)

TDH-4h TDH-12h
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Figura 11. Concentragio de N-NO;™ (mg/"') no afluente ¢ efluente do reator em
diferentes TDH.
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OTDH-4h OTDH-12h

Entrada Meio

Saida

Pontos de Amostragem

Figura 12. Metano ao longo do reator e em diferentes TDH.

Além das andlises para determinagfio de N-NOj,, também foram realizadas

analises de N-NH;" ¢ N-NO,, que se encontram apresentadas nas Figuras 13 e 14,

respectivamente.
TDH-4h TDH-12h
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Figura 13. Concentragio de N-NH," (mg./") no efluente do reator em diferentes TDH.
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Figura 14. Concentragiio de N-NO, (mg./") no efluente do reator em diferentes TDH.

Devido aos elevados resultados da concentragio de N-NO;™ obfidos durante o
monitoramento, foi realizado um perfil espacial no reator apos 50 dias de operagfio para
certificar-se de que realmente o sistema nfdo estava respondendo adequadamente a
remocAo de nitrato e novamente repetido quatro dias depois.

Os resultados obtidos para as concentragdes de N-NO;,, N-NO,, ¢ N-NH,"
estdio apresentados nas Figuras 15 a 17. Tais resultados correspondem a média dos dois
perfis, que ndo apresentaram variagdes significativas.

Como pode ser observado comparando-se as Figuras 11 e 15, o monitoramento
somente na entrada e saida do reator nfo estava representando sua eficiéncia real.

Com relagfio a transformacio de N-NOs', pode-se verificar na Figura 15, que
aproximadamente 80 % da concentragfio inicial de nitrato fo1 transformado até o ponto
de amostragem 5. Porém, a partir desse ponto, até o final do reator, houve uma
reoxidagdo do nitrogénio reduzido, devido, possivelmente, & ocorréncia de zonas
microaeradas na parte final do reator ou durante 0 momento da coleta do efluente ou

devido a formagao de caminhos preferenciais no reator.
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Figura 15. Perfil espacial da concentragfio de N-NO; (mg./™") apos cingiienta dias de
operagiio e TDH de 12 horas. L/D = localizagio dos pontos de amostragem ao longo do
reator
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Figura 16. Perfil espacial da concentragio de N-NO, (mg./") apos cingiienta dias de
operacgdo e TDH de 12 horas. L/D = localizagio dos pontos de amostragem ao longo do
reator

Outro fator que chamou a atengfio foi a alta concentragio de N-NH;* em pontos
localizados na parte intermediaria do reator, como mostrado na Figura 17.

Tais concentragdes levantaram a suspeita de que, ao invés de o reator estar
removendo N-NO;™ pelo processo de desnitrificagdo, o mesmo estaria efetuando a rota

dissimilativa de redugfio do nitrato a amonia.
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Figura 17. Perfil espacial da concentragiio de N-NH," (mg./") apés cingiienta dias de
operagiio € TDH de 12 horas. L/D = localizag@o dos pontos de amostragem ao longo do
reator

Essa hipotese pode ser mais bem avaliada na Figura 18 onde se encontram os
resultados dos valores acumulados de N-NO5™ que foi reduzido (N- nitrato) ao longo do

. . ~ ~ + -
reator, juntamente com as variagdes nas concentragdes de N-NH, "~ (N-amoniacal)
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Figura 18.- Resultados comparativos entre os valores acumulados de N-NO;™ (mg./ h
que foi reduzido ao longo do reator e a variagdo da concentragéio de N-NH, (mg /") .

Como pode ser observado na Figura 18, no ponto de amostragem P1, onde foi
coletada a primeira amostra, houve a redugfio de aproximadamente Smg./" de N-NO; e
a concentragio de N-NH;" formada no mesmo ponto foi praticamente a mesma. Tal
comportamento se repetiu, também, no segundo ponto de amostragem (P2).

Este resultado levanta a hipdtese de que a redugfio dissimilativa do nifrato a

amonia estivesse ocorrendo, em vez da desnitrifica¢io, devido, provavelmente, a uma
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relacdo desfavoravel C/N pontos no interior do reator. No entanto, ndo foi possivel
medir diretamente a concentragio de metano dissolvido ao longo do reator para
comprovar essa hipotese.

Devido a isso, foram aplicados os dados tedricos da solubilidade do metano em
agua pura a temperatura média do efluente do reator, que se manteve em 24°C +0,5°C,
na equagiio estequiométrica tedrica da redugdo do nitrato utilizando o metano como

doador de clétrons (eq. 4), apresentada por Islas-Lima ef al. (2003)

5CH, +8NO3 —> 4N, +80H "™ +5CO, + 6H,0 AG®=-960 kI mol™  (4)

De acordo com a Equagdo 4, para cada 112 g de N-NO;™ a ser reduzido se
necessitaria de 80 g de metano. Levando em consideragdo que o substrato sintético
apresentava concentragio de 0,02 g./' de N-NOs,, a concentragio tedrica de metano
necessaria seria de 0,014 g.]". No entanto, fixando temperatura de 24° C, no reator a
solubilidade aproximada deste gas seria de 0,0ZSg.[”, ou seja, o substrato poderia conter
fonte de carbono em excesso com relagdo a quantidade de nifrato adicionado,
proporcionando, assim, condi¢do favoravel para ocorréncia da redugéo dissimilativa do
nitrato a amonia (RDNA).

Segundo Tiedje (1988), em um ambiente onde ha concentragfio limitada de N-
NOs', a necessidade de canalizar a transferéncia de elétrons envolvidos no processo de
desnitrificagdo faz com que a RDNA ocorra.

Por outro lado, o processo de redugdo do nitrato a amodnia para assimilagao
celular poderia estar descartado, ja que, de acordo com Madigan et al. (1997), tal
processo ¢ comum acontecer quando no meio reacional had caréncia de nitrogénio
amoniacal. Porém, neste caso, o substrato continha aproximadamente 4 mg.l'lde N-
NH," disponiveis para assimilagdo.

Outro ponto a ser analisado ao interpretar os resultados da Figura 18 ¢ a brusca
diminuicdio da concentragio de N-NHy' no ponto P4, juntamente com um aumento na
concentragdo de N-NOj™ que foi reduzido. Esse fato chama a atengéo, pois, quanto mais
proximo ao final do reator, mais escassa seria a concentragdo de metano disponivel para
o processo, sendo de se esperar que a concentragdo de N-NOj; reduzido também
diminuisse.

Neste caso, a queda na concentragio de N-NH;" do meio, juntamente com a

elavada concentragdo de N-NOj;™ que foi reduzido, poderia ter as seguintes explicacgdes:
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1) Na parte final do reator, devido a baixa concentragéio de metano, parte do N-
NH," teria sido utilizado (como doador de elétrons) no processo de desnitrificagiio. Essa
hipétese pode ser sustentada por resultados encontrados por Mulder ef al. (1995), que,
ao pesquisarem o processo de desnitrificagdo em reatores operados em sistema de
batelada, constataram a utilizagdo do nitrogénio amoniacal como doador de elétrons no
processo de desnitrificagéo, apesar de a concentragdo de nitrito estar sempre abaixo dos
limites de detecgdo de seus equipamentos.

Tal processo encontra-se representado na Equagio 5.

3NO3 +5NH] - 4N, +9H,0+2H"  AG®=-297 kJ mol”! (5)

2) Outra hipétese seria a de que, no inicio do reator, a relagiio C/N favoreceu o
processo de redugfio dissimilativa do nitrato & amonia, que teria sido utilizada na parte
final do reator como doador de elétrons para a reduciio do sulfato, conforme a Equagio
6. Essa hipétese foi analisada por Fdz-Polanco et al (2001), em estudos realizados
durante o tratamento da vinhaga em um reator anaerébio de leito fluidificado que, apds
analisarem as concentragdes dos diferentes compostos de nitrogénio e enxofre e o
subseqiiente balango de massa dos mesmos nos meios liquido e gasoso, constataram

uma evolugdo incomum na concentragfio dos mesmos no reator.

SOy +2NH} —S+N, +4H,0 AG® = -47,8 kJ mol ©6)

Paralelamente a redugdo do sulfato, outros microrganismos poderiam estar
utilizando os compostos reduzidos de enxofie como fonte complementar de elétrons
para o processo de desnitrificagfio. De acordo com Koenig e Liu, (2001), o exemplo da
desnitrificagio autotréfica utilizando Thiobacillus denitrificans pode ser uma alternativa
& desnitrificagdo heterotréfica quando a fonte de carbono se encontra escassa. Tal

processo se encontra representado pela Equagio 7.

NO3 +L1S+0,4C0, +0,7611,0+ 0,08 NH —hiobacilusdeniteificans o 5 4 119502
1,28 H' +0,08C5H,0,N
N
Essa ultima hipétese foi levantada a partir dos resultados de microscopia Optica
obtidos durante o monitoramento do reator, onde, como mostrado na Figura 19, foram
encontrados microrganismos  fototréficos anoxigénicos que utilizam compostos

reduzidos de enxofre para seu crescimento.
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Os resultados de s6lidos fixos aderidos & espuma determinados ao longo do
reator na ctapa final do experimento (Figura 20), mostraram pequenas variacdes nas
concentragdes destes solidos. Tais variagdes poderiam ter sido resultantes da formagéo e

posterior consumo de enxofre elementar.

Figura 19. Presenga de microrganismos fotoanoxigénicos. Amostra retirada do ponto de
amostragem 3 do reator, apos trés meses de operagfio. Os pequenos pontos amarelados
dentro da célula podem ser depositos de enxofre.
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Figura 20. Variagio de solidos aderidos a espuma ao longo de reator, na etapa final da
parte experimental. Na Figura: SAT/g esp. = solidos aderidos totais/g de espuma;
SAV/g esp. = solidos aderidos volateis/g de espuma; SAF/g esp. = solidos aderidos
fixos/g de espuma.

De acordo com Madigan ef al. (1997), muitos microrganismos fototroficos

anoxigénicos podem crescer aufofroficamente utilizando CO; como fonte de carbono e
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compostos reduzidos de enxofre como doadores de elétrons, em condi¢des anaerdbias e
na presenga de luz.

A possibilidade de presenga de luz no reator ndo é um fato remoto ja que, apesar
de o mesmo ter sido mantido em camara escura, cabe aclarar que a mesma ndo era
mantida fechada 100 % do tempo, ocasionando a entrada de luz no ambiente.

Uma terceira hipdtese, também levantada devido a presenga de bactérias
fototroficas, seria a de que, no inicio do reator, tanto o sulfato como o nitrato estivessem
sendo reduzidos na presenca de metano, e, posteriormente, as formas reduzidas de
enxofre, tais como HS e SO;*, eram novamente oxidadas a sulfato (SO4%) por
microrganismos quimiolitotréficos que utilizavam o nitrato remanescente como receptor
de elétrons.

/A Equacdo 8, apresentada por Mulder et al. (1995), representa parte da hipotese

proposta.

8NOj +5HS™ +3H" — 4N, +5802™ +4H,0  AG°=-3721 kJ/reagio (8)

Com relagdo a redugdo do sulfato na presenca de metano, estudos in situ
realizados por Iversen e Jorgensen (1985), utilizando sulfato e metano marcados
°80,° ¢ “CH,) demonstraram a oxidacdo anaerébia do metano enquanto que
Valentine e Reeburgh (2000), propuseram, para esse processo, mecanismo que envolve
a participagdo de arqueas oxidantes de metano e bactérias redutoras de sulfato. Esse
mecanismo se encontra apresentado nas Equagdes 9, 10 e 11, sendo essa tultima, a

equacdo global do processo.

CH, + HCO; — CH;CO0™ + H,0 AG®=+31,0 kJ.mol 9)
CH;COO~ +S0;~ — 2HCO3 + HS~ AG°=-47,3 kJ.mol™ (10)
CH, +S0;” — HCO35 +HS™ +H,0 AG°=-16,6 kJ.mol (11)

Apesar de a oxidagdo do sulfato na presenca de nitrato ser considerada
improvavel pela termodindmica, pesquisadores como Awadallah er al. (1998),
conseguiram remover simultaneamente, por meio de processos biologicos, nitrato,
nitrito, sulfato e DQO de aguas residuarias provenientes de industria de fertilizantes.

No entanto, esta ultima hipdtese somente explicaria a elevada redugdo de N-

NO;™ na parte final do reator, sem explicar a diminuicio de N-NH,".
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Na Tabela 7, encontram-se apresentados os resultados do perfil de pH realizado

ao longo do reator .

Tabela 7. Valores de pH ao longo do reator

Entrada P1 P2 P3 P4 P5 Saida

7,85£0,02 7,94+0,02 8.02+0,02 8,01+0,02 8,01+0,02 8,00+£0,02 7,62+0,02

6.1.2 Fase 2 — Utilizacdo de substrato nitrificado sintético com concentracio de N-
NOj; igual a 40 mg.l’ 4

Como os resultados dos primeiros perfis demonstraram a possibilidade de estar
havendo preferencialmente a utilizagdo da rota metabdlica de redugdo do nitrato a
amonia ao invés da rota desnitrificante e sendo o provavel mofivo a alta relagio C/N
(CH4/N-NO3"), optou-se, entfio, por aumentar a concentragdo de N-NOy’, que passou de
20 mg. I'* para 40 mg, I, sem fazer qualquer alteragdio no fornecimento de metano.

Desta forma, foi possivel verificar se a hipotese de que a relagio C/N no meio
estava desfavoravel para o processo era verdadeira.

Na Figura 21 sfio apresentados os resultados da concentragdo acumulada de N-
NO;™ (N-Nitrato) que foi reduzido ao longo do reator e as variages das concentragdes

de N-NH;" (N-Amoniacal), obtidos durante o periodo de monitoramento nesta segunda

fase.
|EN—Nitrat0 O N-Amoniacal |
20 .
- _—
5 13 e —
)
5 10 — — —
£ 5 7
ol — M 8 ]
P1 P2 P3 P4 P5 Saida
Pontos de Amostragem

Figura 21. Resultados comparativos entre os valores acumulados de N-NO;™ (mg./")
que foi reduzido ao longo do reator e a variagio da concentragio de N-NH," (mg./ h

Como pode ser observado, o aumento na concentragdo de N-NOjy, alterando,

. . ) . £
assim, a relagdo C/N, refletiu, como esperado, no perfil da concentragio de N-NH; ao
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longo do reator. Esses resultados podem sustentar a hipotese de que, na Fase 1, a
concentragio de metano dissolvido estava em excesso com relagio 4 concentragfio de N-
NOj’, fato este que, provavelmente, ocasionou o desvio na rota metabdlica.

A comparagiio enfre a variagio da concentragio de N-NH,'(mg./") nas duas

fases encontra-se apresentada na Figura 22.

O Fase 1 Ell?a_se; 2
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L 4 4— - TN .
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; 0 i = T _I_I"_ -—I 5 "l_‘l:l T - ¥

P1 P2 P4 P4 P5 saida

Pontos de Amostragem

Figura 22. Comparagfio entre a variagio da concentragio de N-NH;" (mg./ " a0 longo
do reator durante cada fase. Fase 1 —20mg./ " de N-NO;’; Fase 2 — 40mg./ " de N-NO;’

Como pode ser visto, durante a primeira fase, as concentragdes de N-NH," foram
bem mais elevadas do que na fase 2. Por outro lado, como a concentragiio de N-NH, " na
segunda fase teve uma variagio pequena ao longo de todo reator, neste caso, sua
utilizagfio como doador de elétrons, na parte final do reator, onde provavelimente havia
muito pouco metano, ficaria descartada.

Desta maneira, a hipotese de que compostos reduzidos de enxofre tenham sido
utilizados como de fonte alternativa de elétrons, poderia explicar tal fato.

Os valores médios de pH ao longo do reator nos diferentes pontos de

amostragem encontram-se apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Variagio do pH ao longo do reator durante a fase 2.

Entrada P1 P2 P3 P4 Ps Saida

7,68+0,02 7,7140,02 7,83+0,02 7,83+0,02 7,870,002 7,8740,02 7,7710,02

Também foi feita a comparagfo entre os perfis espaciais da concentragio de N-

NO; (mg./") que foi reduzida longo do reator durante cada fase, com o objetivo de
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comparar as velocidades de redugdio entre cada fase. Os resultados se encontram

apresentados na Figura 23.

¢ Fase2 o Fa:v,e 1 ———-Linear (Fase 2) —— Linear (Fase 1)
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Figura 23. Comparagfo entre as concentragoes de N-NO3™ (mg./’ 1) durante as diferentes
fases de operagfio. L/D = localizagdo dos pontos de amostragem ao longo do reator

Como pode ser observado, desconsiderando-se o ultimo ponto referente a saida
do reator, os perfis das contragdes de N-NOs™ ao longo do reator foram semelhantes em
ambas fases, no entanto, a diferenca entre as velocidades de redugfio do N-NO; em cada
fase, representadas pelos coeficientes angulares das retas, pode ser devido a provavel

predominincia de diferentes rotas metabolicas em cada fase, anteriormente discutidas.

No entanto, esses resultados ainda sdo relativamente vagos com relagdo a

participagio do metano, direta ou indiretamente, no processo de desnitrificagio.

Devido a isso, sdo apresentados, a seguir, os resultados obtidos em duas
diferentes situagdes nas quais a suplementagdo de metano foi diminuida mediante: (a)
retirada da pedra porosa utilizada para melhorar a solubilizagio do metano no meio,
(Figura 24); e (b) interrupgdo da recirculagdo de metano no reservatério de substrato

(Figura 25)
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Figura 24. Concentragio de N-NO;™ (mg./ ' na presenga e auséncia da pedra porosa ao
longo do reator. L/D = localizagdo dos pontos de amostragem ao longo do reator

Na Figura 24 sfio apresentados os resultados das concentragdes médias de N-
NO; (mg./") ao longo do reator para as seguintes situagdes:

I) Seqiiéncia 1 - apresenta os resultados da concentracio média de N-NO;z™ ao
longo do reator apos ter sido estabelecido o equilibrio dindmico aparente.

1I) Seqii€ncia 2 - mostra a resposta imediata do reator para a redugdo do N-NGs/,
apos a retirada da pedra porosa de dentro do recipiente de alimentagdo

II) Seqiiéncia 3 — resultado da concentragio média de N-NO; apos a
reintrodugdio de uma pedra porosa (nova e de menor tamanho) no recipiente de
alimentacio, durante vinte dias de monitoramento.

Como pode ser observado, a retirada da pedra porosa ocasionando a diminuigéo
na concentrago de metano dissolvido no meio liquido, teve reflexos imediatos na
resposta do reator com relagéio a concentragfio de N-NO;". Porém, tal eficiéncia ndo foi
afetada nos pontos iniciais alocados nas posi¢des L/D = 1 ¢ 5, ao contrario dos demais
pontos, provavelmente porque a concentragio de metano disponibilizada pela
recirculagio de gas sem a presencga da pedra porosa ainda foi suficiente para manter a
atividade metabolica dos microrganismos.

Por outro lado, quando a nova pedra porosa foi colocada, a eficiéncia do reator
voltou a melhorar sem, no entanto, atingir o seu valor maximo anterior, devido,
provavelmente, & menor capacidade da pedra porosa na formag@o de bolhas (detectada

visualmente) em decorréncia do seu menor tamanho e ao fato desta ser nova.
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Em outras situagdes, durante a segunda fase, também houve ocasides em que o
fornecimento de metano foi praticamente interrompido, ja que a falta de recirculagdo do
g4s no reservatorio de substrato, diminuia bruscamente sua solubilizagio.

Na Figura 25 sfo apresentados os resultados da concentragio de N-NO;™ (mg./’ 5

obtidos na saida do reator nas vezes em que o fornecimento de metano foi prejudicado.
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Figura 25. Resultados da concentragio de N-NO;™ (mg./") no afluente e efluente do
reator nos dias em que o fornecimento de metano foi prejudicado.

Como pode ser observado, nos dias em que ndo houve a recirculagio do metano,
os valores da concentragio de N-NO;™ no afluente e efluente praticamente néio sofreram

alteragdes, demonstrando a necessidade de introdugdo do metano no meio.
6.1.3 Caracterizaciio morfologica

Durante todo o perfodo experimental foram coletadas amostras de biomassa para
acompanhar as possiveis alteragdes morfoldgicas na biota, ao longo do RAHLF

Na Tabela 9 sdo apresentadas as principais morfologias predominantes ao longo
do RAHLF, durante o periodo de operagéo.

Pode ser observado na Tabela 9 que, no primeiro més de operagéo, as principais
morfologias presentes eram os bacilos, geralmente encontrados em aglomerados,
seguidos pelos organismos filamentosos, principalmente até o quarto ponto de
amosiragem. J4 no quinto ponto, os filamentos comegaram a se apresentar com maior

freqii€ncia, indicando o provavel inicio de processo de uma selego dentro do reator.
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Tabela 9. Principais morfologias presentes no RAHLF

Morfelogias semelhantes RAHLF RAHLF

encontradas 1 més de operagiio 6 meses de operaciio

In* P1 P2 P3 P4 P5 PI P2 P3 P4 PS5

Dominio  Methanosaetha sp. + ¢
Archaea Methanosarcina sp. ++ + + + o4t
Filamentos N T = = A = 5 S = = o S B S
Dominio Bacilos e i s = = = S =
Bacteri :
acterit oco-bacilos + &£ 5
Cocos +k & + H o+

* In.= indculo
+: morfologia raramente presente
++: morfologia presente

+++: morfologia presente com freqiiéncia

Com relagéio as morfologias semelhantes as arqueas metanogénicas, supde-se
que estas eram “residuos” do lodo utilizado para a inoculagio do reator, visto que o lodo
foi proveniente de um reator anaerdbio.

Apos, aproximadamente, seis meses de operagdo, novas amostras de biomassa
foram retiradas ao longo do reator e¢ pdde-se observar que houve alierages nas
morfologias presentes, passando as formas filamentosas a se apresentarem com maior
freqiiéncia. No entanto, os microrganismos com morfologias diferentes aos filamentos
continuaram a se apresentar sob forma de aglomerados ou em cadeias.

Cabe ressaltar que, nesta 0ltima fase, a disponibilidade de metano tornou-se
ainda mais escassa, devido ao aumento na concentragio de nitrato no afluente, fator esse
que pode ter influenciado na composic¢éio da biomassa.

As Figuras 26 e 27 apresentam as fotos de microscopia Optica comum e de
confraste de fase das principais morfologias presentes ao longo do reator durante o

primeiro e sexto més de operagio.
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Figura 26. Principais morfologias presentes ao longo RAHLF apés 1 més de operagio.
Os nameros diante de cada letra representam oS pontos de amostragem situados ao
longo do RAHLE: (la) bacilos, (1b) methanosarcina, (1¢) filamento, (2a) bacilos
agregados, (2b) filamentos, (2¢) methanosarcina, (3a) agregados de bacilos, (3b)
filamento, (3¢) organismo fotoanoxigénico, (4a) agregado de bacilos, (4b) agregado de
cocos, (4c) filamento. '
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Figura 26 (continuaciio). Principais morfologias presentes ao longo RAHLF apés 1
més de operagio. Os nimeros diante de cada letra representam os pontos de
amostragem situados ao longo do RAHLF: (5a) filamentos, (5b) filamento, (5¢)
methanosarcina.

Figura 27. Principais morfologias presentes ao longo do RAHLF apos seis meses de
operagiio. Os numeros diante de cada letra representam os diferentes pontos de
amostragem alocados ao longo do reator. (1a) bacilos finos, (1b) bacilos em cadeia, (2a)
filamento, (2b) agrupamento de células.
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Figura 27 (continuagfio). Principais morfologias presentes ao longo do RAHLF apds
seis meses de operagfo. Os nimeros diante de cada letra representam os diferentes
pontos de amostragem alocados ao longo do reator. (3a) agrupamento de células, (3b)

Thiopédia (fotoanoxigénica), (4a) aglomerado de cocos (4b) agregados de bacilos, (4c)
filamento, (4d) Merhanosarcina, (4e) methanosarcina fluorescente.
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Figura 27 (continuagfio). Principais morfologias presentes ao longo do RAHLF apds
seis meses de operagdo. Os niimeros diante de cada letra representam os diferentes
pontos de amostragem alocados ao longo do reator. (5a) agrupamento de células, (5b)
filamento, (5¢) methanosarcina (5d) methanosarcina fluorescente.

6.2 Ensaios para determinacio de consumo de metano
6.2.1 Sistema operado em batelada com recirculagiio de metano.

A seguir, nas Figuras 28 a 32, sfo apresentados os resultados obtidos durante o
perfil temporal do sistema, ap6s aproximadamente um més de operagéo.

Cabe destacar que o sistema somente recebeu complementagfo de metano duas
vezes durante todo o perfil, complementages estas que se encontram devidamente

marcadas nas Figuras apresentadas.
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Figura 28. Variagio da concentragiio de N-NOy’ (mg./™") durante o perfil temporal do
sistema operado em batelada.
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Figura 29. Variagio da concentragio de N-NO, (mg./") durante o perfil temporal do
sistema operado em batelada.

Como pode ser observado, nas Figuras 28 ¢ 29 o consumo de N-NO3 ¢ a
formagdo e consumo de N-NO, foi relativamente constante, até o ponto em que a
concentragio de metano ficou muito baixa, apds aproximadamente 75 horas. Devido a
isso, foi preciso realimentar o sistema com metano, de maneira que o processo pudesse
prosseguir.

O motivo pelo qual optou-se por ndo abastecer constantemente o sistema com
metano foi o de se evitar que a relagio C/N (CHy(mg.I"YN-NO; (mg./")) aumentasse
demasiadamente, o que poderia ocasionar o desvio da rota metabélica para a formacio

de nitrogénio amoniacal.
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E, realmente, esse fato pode ser visto na Figura 30, que exibe os resultados da

concentragio de (N-NH,;") (mg./") ao longo do tempo.
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Figura 30. Variagio da concentragio de N-NH," (mg./") durante o perfil temporal do
sistema operado em batelada.

Nesta figura, o maior pico de concentragdo aconteceu exatamente quando no
final do experimento, foi preciso reabastecer o sistema com metano. A concentragfio de
N-NH;" no tempo t = 0 é conseqiiéncia do residual da batelada anterior ao perfil, que
ndo foi possivel ser retirado.

As Figuras 31 e 32 apresentam os resultados de consumo de metano e formagciio

de nitrogénio, respectivamente, ao longo do tempo.
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Figura 31. Variagfo da concentragéio de metano durante o perfil temporal realizado no
sistema operado em batelada.
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Figura 32. Variagio do volume de nitrogénio durante o perfil temporal

Com os resultados obtidos durante o monitoramento do metano, foi possivel
fazer uma estimativa de quanto metano foi consumido em cada intervalo de tempo e
comparar com a necessidade tedrica de acordo com a quantidade de N-NO;™ reduzida no
mesmo intervalo de tempo (resultados nio mostrados).

Os resultados de tal comparagfo revelaram que houve, na pratica, um consumo
muito maior de metano, algumas vezes chegando a dez vezes superior ao tedrico. Tais
valores poderiam ser explicados pela possivel presenga de oufros organismos que
também estivessem utilizando o metano em seus metabolismos.

Desta maneira, a hipétese da redugdo do sulfato na presenca de metano e
posterior utilizagdo de compostos reduzidos de enxofre por microrganismos
fototroficos, anteriormente apresentada, também seria vélida para esta situagiio.

E realmente, as andlises de microscopia dptica revelaram a presenga de bactérias

fototroficas anoxigénicas parpuras (Figura 33), assim como no sistema anterior.
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Figura 33. Fotografia de microrganismos fototréficos anoxigénicos presentes no reator
de ensaio.

6.2.2 Reatores andxicos com diferentes concentragoes de sélidos aderidos voliteis —

utilizacdo do shaker

Como explicado na segfio 5.2.2.2, antes de os reatores serem inoculados, foi
preciso readaptar os microrganismos as condigdes semelhantes do ensaio utilizando uma
coluna vertical como reator..

Na Figura 34 sfio apresentados os resultados da concentragio de N-NOs (mg./ '

no efluente da coluna, ao longo do periodo de adaptagio para um TDH de 24 horas.

0 i T ¥ T
0 5 10 15 20 25 |

Tempo (dias)

Figura 34. Resultados obtidos para as concentragoes de N-NO;™ (mg./' ! no efluente da
coluna durante o periodo de adaptagdo e concentragfio inicial de N-NO;™ de 40 mg./’ "

Segundo os resultados apresentados, pode-se observar que, apos 21 dias de
funcionamento, o sistema comegou a apresentar condigdes de equilibrio dinfmico

aparente, com uma eficiéncia de remogdo superior a 60 %. Com relagdo as
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concentragdes de N-NOy e de N-NH;" ao longo do periodo, ambas concentragdes
permancceram abaixo dos limites de detecgdio dos equipamentos utilizados.

Na Tabela 10 encontram-se apresentados os resultados da determinagdo de
solidos volateis aderidos, realizados no final do experimento para se ter o conhecimento

aproximado da biomassa presente em cada reator.

Tabela 10. Valores de massa de solidos volateis aderidos determinados.no final do

ensaio.
REATORES
M; M; M;
A B A B A B
Massa de espuma (g) 5,67 5,36 3,28 326 | 0,60 0,59
Massa de SVA (g) 4,99 4,72 2.89 2,87 0,53 0,52
CONTROLES
A B A B A B
Massa de espuma (g) 5.4 523 | 335 322 | 068 070
Massa de SVA (g) 475 4.6 2,95 2,82 0,60 0,62

As Figuras 35 a 37 apresentam os resultados obtidos na determinagfio das

concentragdes de N-NO;™ (mg./") para cada concentragiio de SVA.
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Figura 35, Variagfio na concentragio de N-NO; (mg./") para aproximadamente 16 g.I" L
de SVA. R —reatores, C — controles.
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Figura 36. Variagio na concentragiio de N-NO;™ (mg./") para aproximadamente 10 g./”!
de SVA. R —reatores, C — controles.
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Figura 37. Variag#o na concentragfio de N-NO;” (mg./") para aproximadamente 1,7 g./
" de SVA. R — reatores, C — controle

Os resultados obtidos ndo foram satisfatorios, tendo havido baixa remogio de N-
NOj’, independentemente da concentragéio de SVA utilizada. No entanto, levando-se em
consideracdio os bons resultados obtidos durante a etapa de adaptagdo, quando se
utilizou configuragéio diferente de reator e maior concentragdo de SVA, supde-se que as
concentragdes de SVA utilizadas possam ter sido baixas (apesar de os resultados de
microscopia eletronica de varredura, apresentados na Figura 38, terem revelado que as
matrizes utilizadas no ensaio se encontravam bem colonizadas) ou o mecanismo para
auxiliar na solubilizagdo do metano no meio (shaker) ndo foi o adequado ou ambas,

resultando na baixa eficiéncia alcangada.



61

Com relagio ao consumo de metano, as analises realizadas ao longo do periodo

de ensaio demonstraram que praticamente néio houve variagéo.

Figura 38. Morfologias observadas através de microscopia eletrnica de varredura.
Fotos de (a) até (e) retiradas da superficie da espuma; fotos de (f) até (h) retiradas da
parte interna da espuma.(a) arranjo de cocobacilos; (b) bacilos com bordas arredondadas
e célula pedunculada semelhante & extensfio citoplasmatica; (c) arranjo de células
cocdides; (d) bacilos com dimensdes diversas e bordas arredondadas retos e curvos,
cocobacilos e biopolimeros.
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Figura 38 (contin ervadas através de microscopia eletronica de
varredura. Fotos (e) colonizagfio da espuma com células aglomeradas ¢ biopolimeros;
(f) células cocéides; (g) arranjo de células cocoides; (h) bacilos com dimensdes diversas

6.3 Influénecia da configuracido do reator e disponibilidade de metano sobre a
sele¢iio da populagiio microbiana

A comparag#io entre os resultados dos estudos microbiolégicos obtidos a partir
da anélise da biomassa proveniente dos diferentes sistemas utilizados: (a) RAHLF; (b)
reator operado em batelada com recirculagiio de metano; (c) reator vertical operado em
batelada com recirculagio de metano (coluna de adaptagfio), permitiram verificar as
variagBes na biota devido & disponibilidade de metano para o metabolismo celular, ja
que, basicamente, a principal diferenca entre cada configuragiio utilizada estava
relacionada com o fornecimento e solubilizagio do metano.

Na Tabela 11 sdo apresentadas as principais morfologias presentes nas duas

altimas configuragdes.



Tabela 11. Principais morfologias presentes nos sistemas utilizados para medir o

consumo de metano

Morfologias semelhantes Sistema 1 Sistema 2
Encontradas B.R. cus C.A
Dominio  pfeshanosarcina "
Archaea P-
Dominio Filamentos ++ +
Bacteria Bacilos +++ b
Células cocoides ++

B.Reng — Batelada com recirculagfio de metano
C.A. — Coluna de adaptagao

+: morfologia raramente presente

++: morfologia presente

+++: morfologia predominante

Quando comparados com os da Tabela 9 (pg. 50), os resultados apresentados na
Tabela 11 demonstram a relagdo entre a disponibilidade de metano e a predominéncia
de determinada morfologia no meio,

No primeiro caso, quando se utilizou o RAHLF, a principal limitagdo do sistema
estava relacionada com a impossibilidade de fornecer continuamente metano ao longo
do reator. Desta maneira, a quantidade de metano disponivel para os microrganismos
ficou limitada & capacidade maxima de solubilizagio deste gas no substrato nitrificado
armazenado no recipiente de alimentagdo. Junto com a caréncia de metano, foi
observada a predomindncia de organismos filamentosos ou agrupados em colonias ou
em cadeias, assim como a presenga de arqueas na parte final do reator.

No segundo sistema, anteriormente apresentado na Figura 7 (pg. 30), o metano
era introduzido constantemente no reator, onde ocorria o processo de desnitrificaciio,
garantindo, assim, fonte de carbono suficiente para o crescimento celular. Quando se
analisou a biomassa presente, apds aproximadamente um més de operagio, pode-se
constatar uma consideravel alteragdio na morfologia predominante, passando os bacilos
a serem a morfologia mais fregiiente no sistema. Além disso, os agrupamentos ou

cadeias de microrganismos ja néo se apresentaram com tanta freqiiéncia.



No entanto, o novo reator ndo possuia um adequado sistema de homogeneizagiio,
o que levou a formag#io de “zonas mortas”. Provavelmente, por esse motivo, foi possivel
encontrar tanto microrganismos filamentosos, assim como arqueas, nas amostras
analisadas.

Por outro lado, quando se analisou a biomassa proveniente da coluna
apresentada na Figura 10 (pg. 34), constatou-se uma especificidade ainda maior. Neste
caso, a presenga de filamentos foi muito rara e tampouco se pde detectar a presenga de
organismos semelhantes as drqueas.

Tais resultados permitem supor que, ao ir modificando a configuragio do reator
para aumentar a disponibilidade de metano, os microrganismos capazes de utiliza-lo em
seu metabolismo encontraram o ambiente propicio para seu desenvolvimento, passando
a predominar no sistema.

Na Figura 39 estdo apreseniadas as fotos de microscopia comum ¢ de
fluorescéncia retiradas de amostras provenientes dos dois Wltimos sistemas

mencionados.

Figura 39 . Fotos de microscopia comum e de fluorescéncia tiradas de amostras de
biomassa provenientes do reator operado em batelada (fotos de (a) a (f)) e da coluna de
adaptagfio (fotos (g) e (h)) (a) bacilos, (b) bacilos em cadeia, (c) bacilos e cocos, (d)
filamentos).
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Figura 39 (continuacfio) . Fotos de microscopia comum e de fluorescéncia tiradas de
amostras de biomassa provenientes do reator operado em batelada (fotos de (a) a (f)) e
da coluna de adaptagdo (fotos (g) e (h)): (a) bacilos, (b) bacilos em cadeia, (c) bacilos e
cocos, (d) filamentos). (€) methanosarcina (f) methanosarcina fluorescente, (g) bacilos,
(h) coloragfio de gram — bacilos gram-negativos

A selegdo continua da populagdo microbiana pode ser sustentada, também, pelos
resultados das analises de Biologia Molecular, apresentados nas Figuras 40 ¢ 41, Tais
resultados revelaram que as diferentes configuragdes dos reatores levaram a selegfio da

populagfo microbiana, tanto no dominio Archaea como no dominio Bacteria.
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Figura 40. Resultados do processo de extragdo do DNA para o dominio Archaea da
biomassa retirada de cada reator utilizado durante o experimento. I = in6culo, Rl =
biomassa proveniente dos pontos 1,2 e 3 do RAHLF, R2= biomassa proveniente dos
pontos 4 ¢ 5 do RAHLF, B1 = biomassa retirada do reator operado em batelada com
recirculagiio de metano,B2 = biomassa retirada da coluna de adaptagio.

Com relagdo ao dominio Archaea, houve sele¢iio gradual das populagies
representadas nas bandas (b) (c) e (d), conforme a suplementagfio e solubilizagio do
metano, disponibilizando-o para os microrganismos, foi melhorando de acordo com o
reator utilizado, terminando por desaparecerem por completo na coluna de adaptagio.

Ja as populagdes delimitadas pelo retdngulo (a), aparentemente, se mostraram as
mais sensiveis as novas condi¢des impostas a elas visto que tais bandas s6 se
apresentaram na amostra proveniente do indculo.

Ambas situagdes poderiam ser explicadas por Clarens ef al., (1998), que em seus
estudos sobre a produgfio de metano a partir de cultura de Methanosarcina mazei,
observaram que o crescimento desses microrganismos € a produgio de gés, a partir do
acetato, ndo foi inibida na presenga de 15 mM. /' de nifrato e sim quando se adicionou
ao sistema cultura de Pseudomonas stutzeri, dando inicio ao processo de desnitrificagio.

Os autores sugeriram que esse fato ocorreu devido & formagdo de compostos
reduzidos de nitrogénio como, por exemplo, o 0xido nitroso, € nio pela presenca de
nitrato ou competic¢do pelo substrato.

Desta forma, levando em consideragio que o indculo utilizado no inicio dos

experimentos foi proveniente de um reator anaerdbio, é de se esperar que este
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apresentasse ampla diversidade de organismos metanogénicos que tiveram seu
crescimento inibido quando se deu inicio ao processo de desnitrificagdo.

Esse pode ser um dos motivos pelo qual, provavelmente, a coluna de adaptagio
ndio apresentou nenhuma banda relativa a este dominio, ja que, sua configuragao,
poderia ter proporcionado as condigSes mais favoraveis ao processo de desnitrificagio,
utilizando metano como fonte de carbono.

Por outro lado, as bandas (), aparentemente, encontraram no RAHLF ambiente
mais adequado que nos outros reatores, visto que as mesmas aparecem Com maior
destaque na biomassa proveniente deste sistema, € voltaram a desaparecer nos reatores

em batelada.

| R1 R2 Bl B2

(a)

(b)

D

e

Figura 41. Resultados do processo de exiragdo do DNA para o dominio Bacteria da
biomassa retirada de cada reator utilizado durante o experimento. I = indculo, R1 =
biomassa proveniente dos pontos 1,2 ¢ 3 do RAHLF, R2= biomassa proveniente dos
pontos 4 ¢ 5 do RAHLF, Bl = biomassa retirada do reator operado em batelada com
recirculagfio de metano,B2 = biomassa retirada da coluna de adaptago.

Para o dominio Bacteria a situagdo foi um pouco diferente ja que, neste caso,
predominou o favorecimento das populagdes presentes.

No caso das populagdes (a), (b) e (), pode-se perceber a possivel dependéncia
destas para com a disponibilidade de metano no meio, principalmente aquelas
identificadas pelas bandas (b) e (f). Por outro lado, as populagdes identificadas pelas

bandas (c) e (d) apresentaram comportamento confrério, visto que as mesmas j4 ndo.
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puderam mais ser identificadas desde o principio do experimento quando se utilizou o
RAHLF.

No caso das populagdes identificadas pela letra (d), estas tiveram seu
crescimento mais favorecido no RAHLF

Também pode ser visto que, apesar de o RAHLF ter apresentado morfologias
distintas ao longo de seu comprimento, os resultados para ambos dominios foram

semelhantes, revelando certa homogeneidade das populagdes presentes.
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7. CONCLUSOES

7.1. Utiliza¢do do RAHLF

De acordo com os resultados obtidos a partir do estudo realizado com o RAHLF,
pdde-se concluir que:

A maior limitacdio do sistema foi a impossibilidade de suplementar metano ao
longo do reator, principalmente em sua parte final. Sob este ponto de vista, pode-se
afirmar que a atual configuragio do RAHLF néo ¢ a adequada para o processo de
desnitrificagfo utilizando metano como fonte de carbono.

Com base nos resultados obtidos a partir da variagdo da relagdo C/N, e nos
ensaios de transferéncia de massa e supressdo de metano, pode-se inferir que apesar da
baixa disponibilidade do metano, este de alguma maneira foi utilizado no processo
metaboélico dos microrganismos, sem poder precisar se sua participago no processo de
desnitrificagéo foi direta ou indireta.

A presenga de organismos capazes de utilizar compostos reduzidos de enxofre
como doadores de elétrons juntamente com os altos niveis de redugéo de nitrato obtidos
na presenga de baixas concentragdes de gas metano deram suporte a hipdtese de que
parte da remogédo do nitrato, ou até mesmo toda remogfo, estivesse sendo realizada
mediante a utilizagdo de compostos tais como: S°, HS™ ou NH,", provavelmente
formados sob condi¢des andxicas, simultaneamente com o processo de desnitrificagio.

Desta forma, conclui-se que aparentemente, o metano pode ser utilizado como
doador de elétrons em outros processos metabodlicos que nfio envolvam necessariamente

a reducdo do nitrato.
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7.2 Ensaios para medir o consumo de metano
7.2.1 Sistema operado em batelada com recirculagiio de metano

O principal fator limitante deste ensaio foi a falta de um eficiente sistema de
homogeneizagio que pode ter influenciado no tempo transcorrido para a desnitrificacéo
completa de 40 mg./" de N-NO5.

A comparagdo entre o consumo teérico de metano com o consumo real no
processo de desnitrificagdio ndo ¢ uma préatica recomendével quando n#o se trabalha com
indeulo puro, visto que ha possibilidade de que outros microrganismos metanotréficos,
utilizem este gas em seus processos metabolicos.

O elevado tempo que foi preciso para a desnitrificagio completa de 40 mg./" de
N-NO3’, aproximadamente 80 horas, assemelhando-se as velocidades de desnitrificagio
endogenas, ndo permite afirmar que o metano consumido tenha sido utilizado
diretamente no processo de desnitrificagdo como fonte de carbono.

No entanto, assim como no experimento anterior, ficou evidente que o metano
foi utilizado, de alguma maneira, no metabolismo de microrganismos presentes no

sistema.

7.2.2 Reatores andxicos com diferentes concentracdes de sélidos aderidos voldteis —

utilizag¢do do shaker

A comparagdo dos resultados das concentragdes de N-NO;  obtidos nos
diferentes sistemas de trabalho, demonstrou que os sistemas utilizando recirculagfio de
gas para a solubilizagdo do metano foram mais eficazes que aquele com utilizago do
shaker i velocidade rotacional de 45 rpm.

Tais resultados demonstram a necessidade de se utilizar equipamentos ou
configuragdes de reatores que diminuam os problemas decorrentes da transferéncia de
massa entre a fase gasosa e a liquida, garantindo a biomassa o acesso ao metano.

Os resultados da analise de microscopia de varredura obtidos a partir de amostra
de espuma retirada da coluna de adaptagdo revelaram que as mesmas se encontravam
bem colonizadas, tanto na parte externa como interna da espuma, demonstrando que o
material utilizado como meio suporte foi apropriado para as espécies de microrganismos

presentes.
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8 SUGESTOES

Sugere-se a realizagdo de estudos mais especificos sobre as caracteristicas dos
microrganismos responsaveis pelo processo de desnitrificagio em ambientes andxicos
cuja fonte de carbono seja o metano, assim como as rotas metabdlicas envolvidas no
processo.

O desenvolvimento ou aperfeigoamento de novas configuragdes de reatores que
permitam a solubilizagdo do gas metano na fase liquida, disponibilizando-o para os
microrganismos também pode ser objeto de outras pesquisas.

Outro fator importante a ser estudado, é a interferéncia de compostos como o
S04, 0 CO; e compostos reduzidos de enxofie, no processo de desnitrificagdo que
envolva o metano como fonte de carbono.

Posteriormente, sugere-se a utilizagdo do proprio biogas produzido em reator
anaerobio, utilizado para tratamento de aguas residudrias, como fonte de elétrons para

reator desnitrificante.
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